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RESUMO

Divergéncias genéticas de termotolerancia foram demonstradas entre animais
Bos taurus taurus (Holandesa) ¢ Bos taurus indicus (Nelore). O efeito deletério do
estresse térmico sobre o potencial de desenvolvimento do oocito ¢ maior para Bos
taurus taurus em comparacdo aos oocitos Bos taurus indicus. Portanto, o presente
estudo determinou o perfil do transcriptoma em oo6citos das racas Nelore e Holandesa
submetidos ao estresse térmico durante a maturacdo in vitro (MIV), bem como a
abundéancia de RNAm de genes candidatos em oocitos e células do cumulus submetidos
aos mesmos tratamentos. Vacas ndo lactantes das ragas Holandesa e Nelore foram
submetidas a aspiracdo folicular guiada por ultra-som durante a estagdo fria. Os
complexos cumulus-odcitos (CCOs) foram aleatoriamente distribuidos nos tratamentos
controle (38,5 °C por 22 horas) e estresse térmico (41 °C por 12 horas, seguido de 38,5
°C por 10 horas) durante a MIV. Odcitos desnudados foram submetidos a analise de
microarray bovino (Affymetrix). Genes com fold change de pelo menos 1,5 e P<0,05
foram considerados diferencialmente expressos. A analise de microarray demonstrou
127, 9 e 6 genes diferencialmente expressos entre Raga, Temperatura e interacdo Raga x
Temperatura, respectivamente. Os genes diferencialmente expressos foram avaliados
por RT-PCR em od6citos e nas suas respectivas células de cumulus. Houve uma
correlagdo positiva entre o fold change do microarray e do RT-PCR dos odcitos para os
genes KIF34, CLDNII, BIRC3, DAP, MTIE, CCT4, DICERI e DENND3. Em
particular, o gene membro da familia cinesina 3A (K/F34) foi induzido em odcitos de
Holandesa, enquanto que os genes da proteina associada a morte (DAP) e de trafego
intracelular de membrana dominio DENN/MADD 3 (DENND3) foram reprimidos em
oocitos de Holandesa quando comparados a Nelore. A abundancia relativa do RNAm da
molécula antioxidante metalotioneina 1E (MT/E) foi maior nas células do cumulus da
raca Holandesa, enquanto que, o RNAm da claudina 11 (CLDNI1), que participa das
juncdes oclusivas, foi maior na raga Nelore. O estresse térmico in vitro reduziu a
expressdo do RNAm do MTIE em células do cumulus. Em conclusdo, o perfil de
expressao génica global em odcitos da raga Nelore e Holandesa submetidos ao estresse
térmico indicou uma forte diferenga entre as ragas. Tais diferengas oocitarias nao foram
reguladas pela temperatura. No entanto, os fatores Temperatura ¢ Raga afetaram a

abundancia de RNAm nas células do cumulus.



ABSTRACT

Genetic divergences in thermotolerance have been demonstrated between Bos
taurus taurus (Holstein) and Bos taurus indicus (Nelore) animals. The deleterious effect
of heat stress on oocyte developmental potential is greater for Bos faurus taurus as
compared to Bos taurus indicus oocytes. Therefore, the present study determined
transcriptome profile in Nelore and Holstein oocytes subjected heat shock during in
vitro maturation (IVM) as well as mRNA abundance of selected candidate genes in
Nelore and Holstein heat-shocked oocytes and cumulus cells. Non-lactating Holstein
and Nelore cows were subjected to ultrasound-guided follicle aspiration during the cool
season. Cumulus-oocyte complexes (COCs) were randomly assigned to control (38.5°C
for 22 hours) and heat shock (41°C for 12 hours followed by 38.5°C for 10 hours)
treatments during IVM. Denuded oocytes were subjected to Affymetrix bovine
microarray. Genes with fold change of at least 1.5 and P< 0.05 were considered
differently expressed. Microarray analyses demonstrated 127, 9 and 6 genes
differentially expressed between Breed, Temperature and Breed x Temperature
interaction, respectively. Selected differentially expressed genes were evaluated by RT-
PCR in oocytes and respective cumulus cells. There was a positive correlation between
oocyte microarray and RT-PCR fold change for the genes KIF34, CLDNI1I, BIRC3,
DAP, MTIE, CCT4, DICERI and DENND?3. In particular, the member of the kinesin
family 3A (KIF3A4) gene was up-regulated in Holstein oocytes, while the death-
associated protein (DAP) and the protein trafficking gene DENN/MADD domain
containing 3 (DENND3) were down-regulated in Holstein oocytes as compared to
Nelore. The mRNA relative abundance of the antioxidant molecule metallothionein 1E
(MTIE) was higher in Holstein cumulus cells, whereas, claudin 11 (CLDNII) that
participates in cellular tight junctions, was higher in Nelore. Moreover, heat shock down
regulated MTIE mRNA abundance in cumulus cells. In conclusion, global gene
expression profile in Nelore and Holstein oocytes subjected to heat shock indicated a
strong difference between breeds. Such differences were not regulated by temperature.
However, cumulus cells mRNA relative abundance was affected by Breed and

Temperature.
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1 INTRODUCAO

As projecoes da FAO (Food and Agriculture Organization, 2013) para a
proxima década indicam um crescimento mundial de 75 milhdes de pessoas a cada ano.
Neste mesmo periodo, as estimativas sdo de que o consumo mundial de carne aumente
em 54 milhoes de toneladas, assim como o consumo mundial de leite ¢ de seus
derivados, que deve crescer 30% entre 2010 e 2020. As projegdes de producdo de carne
para o Brasil também indicam que esse setor deve apresentar intenso crescimento nos
proximos anos. A pecuaria de corte se projeta com grandes taxas de crescimento da
producdo no periodo de 2012/2013 a 2022/2023, com uma perspectiva de crescimento
anual de 2%. A expansdo prevista para a exportacdo de carne pelo Brasil coloca-o em
posicdo de destaque no mercado mundial (BRASIL, 2013). O Brasil também ¢ um
grande produtor mundial de leite bovino e sua projecao de crescimento sera em torno de
1,9% ao ano (BRASIL, 2013). O clima tipicamente tropical e subtropical do pais
prejudica a produtividade e fertilidade das vacas leiteiras (WILTBANK et al., 2006), o
que torna necessario a importagdo de lacteos, prevista em 1 bilhdo de litros em 2023,
para suprir a demanda nacional do consumo desse produto (BRASIL, 2013).

Os efeitos da mudancga climatica, e do aquecimento global em particular, afetam
imensamente a saide dos bovinos (NARDONE et al., 2010). As altas temperaturas
tipicas do Brasil promovem o aumento da temperatura corporal em animais de interesse
zootécnico para a producdo de leite e carne, o que resulta em diminuicdo da
produtividade e fertilidade. Os processos reprodutivos nos mamiferos sdo muito
sensiveis e estdo sujeitos a transtornos causados pelo estresse térmico (HANSEN, 2009)
como desordens no crescimento folicular (WOLFENSON et al., 1995), na secregao
hormonal (ROTH et al., 2000), na funcao do endométrio (MALAYER et al., 1988), no
fluxo sanguineo para o utero (ROMAN-PONCE et al.,, 1978) e principalmente na
capacidade de desenvolvimento do o6cito (AL-KATANANI et al., 2002; LIMA, 2012;
MAYA-SORIANO et al., 2013) e do embrido (PUTNEY et al., 1988; EALY et al.,
1993; SILVA et al., 2013).

Perturbacdes na fisiologia do odcito durante seu desenvolvimento e maturagdo
podem potencializar a perda da competéncia dessa célula em suportar a fertilizagao e o
desenvolvimento embrionario (ROTH e HANSEN, 2004a). O estresse térmico durante a
maturagdo in vitro (MIV) aumentou o nimero de células do cumulus apoptdticas

(NABENISHI et al., 2012), reduziu a maturacdo nuclear, a fecundagdo (ROTH e
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HANSEN, 2005) ¢ o desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto (JU et
al., 2005). A exposi¢do de odcitos bovinos a temperatura severa de 42-43 °C (ROTH e
HANSEN, 2004b) ou a temperatura moderada de 40-41 °C (ROTH; HANSEN, 2004a)
durante as primeiras 12 horas de MIV bloqueou/reduziu o desenvolvimento
embrionario. In vivo, as alteragdes oocitarias também sdo elevadas, como demonstrado
em animais expostos a altas temperaturas sazonais (ROCHA et al, 1998; AL-
KATANANI et al., 2002) ou em camara climatica (PUTNEY et al., 1989; TORRES JR
et al., 2008). Nestes estudos o estresse térmico causou alteragdes morfologicas e na
competéncia de desenvolvimento do odcito em relagdo aos animais mantidos em
termoneutralidade (AL-KATANANI et al., 2002; TORRES JR et al., 2008).

A qualidade oocitaria tem um papel muito importante na diminuicdo da
fertilidade de racas termossensiveis durante periodos de altas temperaturas ambientais.
Estudos realizados com estresse térmico demonstraram diferencas quanto a
termotolerancia em odcitos das subespécies Bos taurus taurus ¢ Bos taurus indicus.
Quando odcitos de vacas Holandesas foram aspirados durante altas temperaturas do
verdo e¢ submetidos a fecundacdo in vitro (FIV), houve redugdo no desenvolvimento
embrionario até o estadio de blastocisto, quando comparados a aqueles coletados
durante o inverno (ROCHA et al., 1998; AL-KATANANI et al., 2002). No entanto, ndo
foram observadas diferencas nestes parametros quando vacas Brahman foram expostas
as mesmas condi¢des no verdo (ROCHA et al., 1998).

O odcito bovino esta rodeado por inimeras camadas de células do cumulus.
Essas células oferecem suporte nutricional para o desenvolvimento do odcito e tém
papel importante no crescimento, metabolismo (HAGHIGHAT e VAN WINKLE,
1990) e maturagao oocitaria (TANGHE et al., 2002). A comunicagao entre o 06cito ¢ as
células do cumulus se d4 principalmente via jungdes comunicantes (tipo gap) que
permitem o transporte bidirecional de ions, metabdlitos, aminoacidos e pequenas
moléculas reguladoras (ALBERTINI et al., 2001). A remocdo das células do cumulus
antes MIV ¢ prejudicial para a maturagdo do odcito em bovinos (FUKUI e SAKUMA,
1980; CHIAN e SIRARD, 1995. Do mesmo modo, uma diminui¢do da funcdo destas
células pode afetar ambos os tipo celulares. A exposi¢do de complexos cumulus-o6cito
(CCOs) ao estresse térmico durante a MIV induz a fragmentacdo do DNA nas células
do cumulus (NABENISHI et al., 2012) e altera o perfil transcriptoma destas células,
diminuindo abundancia relativa de marcadores de competéncia oocitaria nos bovinos

(RISPOLI et al., 2013).
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Estad claro que a produtividade e fertilidade em bovinos ¢ um componente
importante na cadeia agricola. Estratégias que visam ampliar as taxas de fertilidade
estdo associadas a melhorar a compreensao sobre os mecanismos fisiologicos, celulares
e moleculares que regulam o funcionamento dos orgdos, tecidos e células do sistema
reprodutivo (EVANS et al.,, 2008). Os mecanismos moleculares acionados pelas
elevadas temperaturas em complexo cumulus-o6cito (CCOs) bovinos durante a
maturagcdo ainda ndo estdo bem esclarecidos bem como os fatores determinantes da
divergéncia genética de termotolerancia entre células de animais Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus. O aprimoramento de tecnologias celulares e moleculares associadas
as biotécnicas da reproducdo permite um estudo aprofundado destes mecanismos. A
tecnologia de microarray possibilita a determinacdo do perfil transcricional global de
genes expressos em um tecido ou célula alvo (EVANS et al., 2008). Sendo assim, a
avaliacdo genOmica de odcitos a partir da técnica de microarray ¢ uma importante
ferramenta utilizada para promover o melhor entendimento dos processos moleculares
envolvidos na redugdo da sobrevivéncia e competéncia dos o6citos bovinos submetidos

ao estresse térmico.
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2 HIPOTESE

HIPOTESE GERAL

As diferencas celulares de tolerancia térmica em od6citos e células do cumulus de
vacas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus devem-se a expressao diferencial de genes

relacionados a termotolerancia.

HIPOTESES ESPECIFICAS

1. A exposicao de CCOs de vacas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus ao
estresse térmico in vitro durante as primeiras 12 horas de MIV altera o
padrdo global de expressdao génica em odcitos e o perfil de genes especificos
em células do cumulus;

2. Obcitos e células do cumulus de vacas Bos taurus indicus apresentam
expressdo diferenciada de genes associados a termoprotecdo e sobrevivéncia

celular em relagdo aos o6citos e células do cumulus de Bos taurus taurus.
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3 OBJETIVOS

1. Determinar o perfil de expressdo génica global em odcitos de vacas Bos
taurus indicus (Nelore) e Bos taurus taurus (Holandesas) submetidos as temperaturas
controle (38,5 °C por 22 horas) e estresse térmico in vitro (41 °C por 12 horas, seguido
de 38,5 °C por 10 horas) durante a MIV.

2. Validar por RT-PCR os genes candidatos em odécitos de vacas Bos taurus
indicus (Nelore) e Bos taurus taurus (Holandesas) submetidos as temperaturas controle
(38,5 °C por 22 horas) e estresse térmico in vitro (41 °C por 12 horas, seguido de 38,5
°C por 10 horas) durante a MIV. Estes genes candidatos serdo selecionados a partir do
painel global de genes diferencialmente expressos em oocitos pela técnica de
microarray.

3. Avaliar por RT-PCR a expressdo dos genes candidatos em células do cumulus
de CCOs de vacas Bos taurus indicus (Nelore) e Bos taurus taurus (Holandesas)
submetidos as temperaturas controle (38,5 °C por 22 horas) e estresse térmico in vitro
(41 °C por 12 horas, seguido de 38,5 °C por 10 horas) durante a MIV. Estes candidatos
serdo selecionados a partir do painel global de genes diferencialmente expressos em

odcitos pela técnica de microarray.
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 GAMETOGENESE FEMININA

A gametogénese ¢ um processo pelo qual os gametas sdo produzidos nos
organismos dotados de reprodugdo sexuada. Esse processo acontece nas gonadas,
orgaos que também produzem os hormonios sexuais € que por sua vez participam da
diferenciacdo das caracteristicas sexuais de machos e fémeas. Em mamiferos, as fémeas
apresentam uma populagdo finita de oocitos que estdo presentes no ovario desde seu
nascimento, diferente dos machos que produzem espermatozoides continuamente a
partir da puberdade (AUSTIN e SHORT, 1982; FAIR, 2003). A gametogénese feminina
¢ denominada oogénese e inicia-se no interior dos foliculos ovarianos, que sdo as
unidades funcionais e fundamentais dos ovarios (ARAUJO et al., 2007).

O desenvolvimento dos oocitos de mamiferos tem inicio ainda na vida fetal
(HAPER, 1994; PEPLING, 2006). Durante a embriogénese, as células germinativas
primordiais (CGP) sdo identificadas como um aglomerado de aproximadamente 40
células na base do alantdide em desenvolvimento (SAITOU ¢ YAMAGI, 2012). Essas
células migram do endoderma do intestino posterior em desenvolvimento até o
mesentério e colonizam as cristas genitais (YOSHIMIZU et al., 2001; SAITOU;
YAMAGI, 2012). Nesssa fase vao sofrer extensiva proliferacao por mitose (ADAMS et
al., 2008; SAITOU; YAMAGTI, 2012) sendo chamadas de oogonias.

As oogonias apresentam citoplasma claro, devido a pouca quantidade de
organelas e a alta frequéncia de divisdes mitdticas (ERICKSON, 1966).
Subsequentemente estas oogdnias entram em meiose com interrup¢ao no diploteno da
profase tornando-se assim odcitos primarios (RAHMAN et al., 2008; AERTS; BOLS,
2008; SAITOU; YAMAGI, 2012). Nesta fase o oocito pode ser identificado
morfologicamente pela visualizacdo da vesicula germinativa (VG), que caracteriza o
odcito com nucleo bem desenvolvido, imaturo e em final de profase I.

Nesta fase de VG, apesar do odcito estar quiescente em termos de divisdo
nuclear, observa-se intensa atividade metabdlica e de crescimento. O crescimento do
odcito caracteriza-se pelo aumento no tamanho da célula de 20 pm até 120 pm (FAIR et
al., 1995; LUCCI et al., 2002), por alteragdes ultra-estruturais, aumento no nimero e
tamanho das organelas, bem como redistribuicio das mesmas (FAIR, 2003).

Morfologicamente, durante o crescimento do odcito, inicia-se o desenvolvimento e
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deslocamento do reticulo endoplasmatico liso (REL), do complexo de Golgi ¢ de
goticulas de lipideos para a periferia do odcito que servirdo como reserva energética
para o embrido, aparecimento da zona pelicida (ZP) no espaco perivitelinico,
diferenciagdo das mitocondrias, quebra dos centriolos ¢ formagdo dos granulos corticais,
que sdo pequenas vesiculas esféricas com a fungdo principal de evitar a poliespermia
durante a fecundag¢do (HAPER, 1994; FAIR et al., 1996; HOSOE ¢ SHIOYA, 1997).
Além disso, ocorre também a formacao das jun¢des comunicantes (gap junctions) que
associam intimamente o o6cito as suas células somaticas circundantes sendo necessarias
para a aquisi¢do da competéncia oocitaria (CANIPARI et al., 1984).

Do ponto de vista bioquimico a fase de crescimento do odcito caracteriza-se pela
sintese e acumulo de acidos ribonucleicos mensageiros (RNAm) maternos que serdo,
posteriormente, traduzidos em proteinas pelos ribossomos (FAIR et al., 1996; HYTTEL
et al., 1997; DE SOUSA et al., 1998; FERREIRA et al., 2009). Essas moléculas dardo
suporte ndo s6 a maturagdo, mas também ao desenvolvimento embrionario inicial apos a
fecundagdo, até que o genoma embrionario se torne transcricionalmente ativo e as
mensagens derivadas do embrido comecem a regular a embriogénese (BARNES e
FIRST, 1991; CHA e CHIAN, 1998; MERMILLOD et al., 2000; MEIRELLES et al.,
2004).

Da retomada da meiose até essa transicdo materno-zigética (TMZ), a transcricao
ocorre em um nivel muito baixo, quase ausente, por isso 0s o0dcitos necessitam ter
estoques de RNAm (LEQUARRE et al., 2005; RACEDO et al., 2008). A capacidade
dos odcitos apresentarem uma maturacdo bem sucedida esta relacionada aos transcritos
acumulados durante a fase de crescimento. A sintese proteica apds a retomada da
meiose ¢ dependente dos estoques de RNAm adquiridos durante o crescimento
oocitario. Odcitos no estadio de metafase Il (MII) apresentam alta atividade traducional
(OH et al., 1997), e essa producdo de proteinas ¢ crucial para a meiose oocitaria, além
de preparar proteinas maternas para posterior fertilizagdo e desenvolvimento
embriondrio inicial (MINAMI et al., 2007).

A quebra de vesicula germinativa (em inglés, Germinal Vesicle Break-Down -
GVBD) marcara a continuidade da meiose e do processo de maturacdo oocitaria
(ARAUIJO et al., 2007). Assim, os odcitos estocados na fase de profase I da primeira
divisdo meidtica necessitam da a¢do hormonal desencadeada durante a puberdade para a
retomada e finalizagdo da meiose I e para uma correta maturacdo citoplasmatica

(WANG e SUN, 2007).
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4.2 MATURACAO OOCITARIA

A maturagdo oocitaria envolve uma série de eventos citoplasmaticos e nucleares
pelos quais o o6cito adquire habilidade para a fecundagdo e para expressar seu maximo
potencial de desenvolvimento (TIBARY et al.,, 2005). O processo de maturagdo ¢
fundamental para o desenvolvimento do embrido, pois € nessa etapa que o odcito bovino
se torna capaz de ser fertilizado e de manter o desenvolvimento embrionario inicial até
que ocorraa TMZ (HYTTEL et al., 1997).

A maturacdo citoplasmatica pode ser subdivida, didaticamente, em
redistribuicdo das organelas, dindmica dos filamentos do citoesqueleto e maturagdo
molecular (FERREIRA et al., 2009). As organelas citoplasmaticas, como os granulos
corticais e as mitocondrias, desempenham papéis importantes durante os eventos de
maturagdo e fecundacdo do odcito. Durante a maturagdo, os granulos corticais migram
do complexo de Golgi para a superficie, localizando-se entre 0,4 ¢ 0,6 um abaixo da
membrana plasmatica do odcito (DUCIBELLA e BUETOW, 1994). Esta ¢ a mudanca
mais aparente da maturacdo citoplasmatica (HYTELL et al., 1997). Apenas quando
estdo situados logo abaixo da membrana plasmatica ¢ que podem sofrer exocitose por
fusdo com a membrana. Esta fusdo permite a liberacdo do contetido dos granulos
corticais no espago perivitelino e ¢ um importante passo no bloqueio da poliespermia
(SZOLLOSI, 1962; HOSOE e SHIOYA, 1997, WANG et al., 1997). Odcitos bovinos
que exibem melhor distribui¢do dos granulos corticais no citoplasma apos a MIV,
apresentam maior capacidade de fecundagdo normal e diminui¢do da polispermia
(NAGANO et al., 1999).

As mitocondrias sdo organelas multi-tarefas envolvidas na sintese de trifosfato
de adenosina (ATP), produgdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), sinalizag¢do por
célcio e apoptose (RAMALHO-SANTOS et al., 2009). Estas organelas apresentam um
papel vital no metabolismo energético, pois produzem a maior parte da energia celular
em forma de ATP, por fosforilacdo oxidativa a partir do metabolismo dos carboidratos e
dos acidos graxos contidos no citoplasma (WILDING et al., 2001; CUMMINS, 2004).

A distribuicdo das mitocondrias durante a maturagdo esta bem caracterizada em
oocitos de mamiferos. Em estadio de VG, as mitocondrias sdo encontradas
predominantemente na periferia do citoplasma, e com pequenos grupos dispersos mais

ao centro do odcito; em odcitos em estadio de MII, as mitocondrias ocupam posicao
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mais centralizada no citoplasma (HYTTEL et al., 1997; SUN et al., 2001; ADONA et
al., 2008). A alta concentragdo de mitocondrias no odcito viabiliza a intensa atividade
metabdlica oocitaria ¢ a eclevada sintese de moléculas necessarias aos processos
fisiologicos envolvidos no desenvolvimento. A mitocondria pode ser utilizada para
avaliacdo da qualidade oocitaria, pois mudangas na fisiologia mitocondrial durante a
maturagdo podem promover producdo excessiva de EROs, resultando em subseqiiente
apoptose (INOUE et al., 2004; WANG et al., 2009a).

O citoesqueleto ¢ uma rede de filamentos protéicos que permite as células
organizarem seus componentes, realizarem movimentos coordenados e interagirem
mecanicamente com o ambiente (KIM et al., 2000), além de ser essencial a manutengao
da forma da célula, a movimentos que envolvem a superficie celular, como a locomogédo
e também para processos como a divisao celular. Os microtibulos e filamentos de actina
sdo os principais componentes do citoesqueleto no odcito e, durante o crescimento e
maturagdo oocitaria, sofrem constante polimeriza¢do e despolimerizagdo para dar
suporte aos processos celulares. Durante a fase de transi¢do de VG a anafase 1 e no
oocito em MII, os filamentos de actina encontram-se abundantes e distribuidos na
regido cortical do oocito (FERREIRA et al., 2009), fornecendo a estrutura para a divisdo
celular (KIM et al., 2000). Durante a metafase I (MI) e MII os microtiibulos formam o
fuso meiotico e a placa metafasica. Dessa maneira, os microtibulos sdo responsaveis
por manter o fuso meidtico e 0os cromossomos na posi¢ao periférica e pela extrusdo dos
corpusculos polares durante a maturacao e a fertilizacdo (WEBB et al., 1986).

A maturacdo molecular corresponde as fases de crescimento e maturacdo do
oocito e ¢ assim definida por se tratar da transcri¢do, armazenamento e processamento
dos RNAm expressos pelos cromossomos, que serdo, posteriormente, traduzidos em
proteinas pelos ribossomos (FERREIRA et al., 2009).

Durante o periodo de maturagdo oocitaria até o estadio de embrido de 8 células,
fase em que ocorre a ativagdo do genoma embrionario bovino, o RNAm ¢ gradualmente
esgotado (GILBERT et al, 2009; VALLEE et al., 2009) sofrendo degradagao,
poliadenilacdo citoplasmatica e tradugdo (PICCIONI et al., 2005; BELL et al., 2008).
Indicios em camundongo sugerem que esse declinio de RNAm ¢é importante para a
ativagdo do genoma embrionario (LI et al., 2010). Como visto anteriormente, a
produgdo do estoque de RNAs ocorre durante o crescimento folicular ¢ cessa com o
rompimento da vesicula germinativa e retomada da meiose (FAIR et al., 1995;

HYTTEL et al., 1997; DE SOUSA et al., 1998; GANDOLFI e GANDOLF]I, 2001). Isto
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ocorre porque a retomada da meiose envolve a condensagdo dos cromossomos, o que
resulta em um subito bloqueio da transcrigdo nuclear (WU et al., 1996, LONERGAN et
al., 1997).

A sintese proteica que ocorre apds a retomada da meiose € extremamente
dependente dos estoques maternos de RNAm adquiridos durante o crescimento do
oocito. Essas proteinas estdo envolvidas tanto na maturagdo (nuclear e citoplasmatica)
quanto nos eventos celulares subsequentes: fertilizagdo, formacdo de pronticleos e
embriogénese inicial (SIRARD, 2001). Durante a progressao da meiose, no decorrer da
maturacdo in vitro (MIV) de odcitos bovinos, observam-se quatro fases de sintese
protéica: proteinas necessarias para a GVBD, para completar a meiose [, para
progressao até meiose 11, e, finalmente, para manuteng¢ao da MII (SIRARD et al., 1989).

A maturacdo nuclear do odcito bovino refere-se a segregagdo cromossdmica
(FERREIRA et al.,, 2009) e inicia-se com a GVBD, onde os cromossomos se
condensam e o envelope nuclear ¢ desfeito. Este processo ¢ caracterizado pela
progressao da meiose a partir do estadio dictiato (diploteno da profase da primeira
meiose - profase I) até a fase de MII (MINGOTI et al., 1995; MEINECKE et al., 2001;
ARAUIJO et al., 2007). O objetivo da maturagio nuclear é reduzir o nimero de copias
da cromatina materna de quatro para dois. O odcito sofre divisdo meiotica, originando
duas células filhas, sendo que uma delas contém a maior parte do citoplasma e constitui
0 oocito propriamente dito e a outra, muito menor, ¢ expulsa para o espaco perivitelino,
sendo denominada de corpusculo polar (CP). Este corpusculo possui uma variedade de
organelas, incluindo mitocondrias, ribossomos, granulos corticais e cromossomos
(CHAVES et al., 2010). Além de contribuir com metade do material genético, o oocito
também fornece quase todo citoplasma para o zigoto recém-formado provendo
transcritos e proteinas fundamentais para o desenvolvimento inicial do embrido
(SCHULTZ, 2002).

A segunda retomada da meiose acontecera somente depois da fertilizagdo,
finalizando a meiose II e ocorrendo a extrusdo do segundo CP (ARAUJO et al., 2007).
In vivo, a maturagdo oocitaria ou competéncia meiotica ¢ induzida pelo pico de LH a
cada ciclo estral (GORDON, 1994). In vitro, a maturagdo ¢ induzida pela remocao do
odcito imaturo do seu ambiente folicular através da aspiracdo folicular (HYTTEL et al.,
1986). A retirada do odcito desse ambiente de maneira artificial, o priva de fatores
inibitorios, como por exemplo, o monofosfato de adenosina ciclica (AMPc), fazendo

com que ocorra a retomada da meiose espontaneamente. A reducdo do AMPc é um
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indicio para a maturagdo oocitaria, pois seus niveis elevados dentro dessa célula
sinalizam a manutencdo do bloqueio meidtico (CONTI et al., 1998; EYERS et al,,
2005).

4.3 ESTRESSE TERMICO EM BOVINOS

No Brasil, o clima predominantemente subtropical e tropical caracteriza-se por
altas temperatura e umidade, o que pode promover aumento da temperatura corporal em
bovinos de aptiddo de corte e, principalmente, leiteira. O resultado desta hipertermia é a
diminui¢do da produtividade e fertilidade desses animais.

O termo estresse (stress) foi utilizado pela primeira vez em 1936 pelo austriaco
Hans Selye em artigo publicado na revista Nature (SELYE, 1936). Em seu artigo, Selye
definiu estresse como "estado do organismo, o qual, ap6s a atuagdo de agentes
ambientais de quaisquer naturezas, responde com uma série de reacdes ndo especificas
de adaptagdo, entre as quais estdo em primeiro plano uma hipertrofia do cortex adrenal e
aumentada secrec¢do de seus hormonios" (AZEVEDO e ALVES, 2009).

O estresse térmico ¢ definido entdo, como o conjunto de forcas externas ao
animal homeotérmico que agem alterando sua temperatura corporal normal (DIKMEN e
HANSEN, 2009). Frente ao estresse, o animal ativa uma série de mecanismos a fim de
restabelecer o equilibrio, e a adaptagdo a tais desafios térmicos esta associada a
diferenga genética, em que fatores estressantes podem ser mais nocivos a alguns
individuos do que a outros.

A zona de termoneutralidade (ZTN) é uma faixa de temperatura ambiente ideal
na qual o animal ndo sofre estresse pelo frio ou pelo calor (BACCARI JR., 1998).
Dentro da ZTN, o custo fisiologico € minimo, a retencdo de energia da dieta ¢ maxima,
a temperatura corporal e o apetite sdo normais e a produgdo € 6tima, permitindo que o
animal manifeste totalmente seu potencial genético para producdo (AZEVEDO e
ALVES, 2009). O gasto de energia para mantenga do animal ocorre a um nivel minimo
e, assim, a energia do organismo pode ser dirigida para os processos produtivos, além
daqueles de manutenc¢do, ndo ocorrendo desvio de energia para manter o equilibrio. Na
ZTN, a frequéncia respiratdria do animal esta dentro do padrdo fisioldgico e ndo ocorre
sudorese, apenas a difusdo de agua por meio da pele (AZEVEDO e ALVES, 2009).

Na literatura, existe grande varia¢do no que concerne as temperaturas que

delimitam ZNT, pois o conforto térmico também depende de outros fatores tais como
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umidade relativa do ar, adaptagdo e status metabolico do animal (AZEVEDO e ALVES,
2009; Tabela 1).

Tabelal. Temperaturas da ZTN para Bos taurus taurus € Bos taurus indicus.

Subespécies

Bos taurus taurus Bos taurus indicus Referéncia
Termoneutralidade 0°Cal6°C 10°Ca27°C Curtis (1981)
Termoneutralidade -5°Ca2l°C -5°Ca29°C Muller (1982)

(em lactagdo) (raga Holandesa)
-5°Ca24°C
(ragas Jersey e Schwyz)

Termoneutralidade 13°Cal8°C 13°Cal8°C Naas (1989)
Termoneutralidade -1°Cal6°C e Baeta e Souza (1997)

Assim, pode-se constatar que a maior parte do Brasil apresenta frequentemente
temperaturas superiores por varias horas do dia, em grande parte do ano, sujeitando os
animais, principalmente de aptiddo leiteira, ao estresse térmico por calor (AZEVEDO;
ALVES, 2009). O estresse térmico por calor s6 ocorre com a temperatura ambiente
acima da temperatura critica superior, que ¢ de 27 °C para Bos taurus taurus ¢ 35 °C
para Bos taurus indicus (CURTIS, 1981). A temperatura critica inferior € de -10 °C para
Bos taurus taurus e 0 °C para Bos taurus indicus (CURTIS, 1981), em que, abaixo
dessas temperaturas, os animais entram em estresse pelo frio.

Os bovinos sdo animais homeotérmicos, ou seja, controlam a temperatura
corporal dentro de uma faixa estreita, mesmo quando expostos a variacdes de
temperatura ambiente (MEDEIROS e VIERIA, 1997). A temperatura retal fisioldgica
nesta espécie varia entre 35 °C e 39 °C (SWENSON e REECE, 1996; DU PREEZ,
2000), sendo regulada pela producdo e perda de calor para o ambiente através dos
mecanismos de condugdo, convecgdo, radiagdo e evaporagao.

O estresse térmico provoca respostas de termoregulagdo em bovinos. O aumento
da temperatura corporal resulta na reducdo de ingestdo de alimentos, aumento da
frequéncia respiratéria e da ingestdo de agua, além de alteracdes na resposta hormonal
(WEST, 2003; BERNABUCCI et al., 2010).

Em exposicdes prolongadas a altas temperaturas do ar, a redugdo na ingestao de
alimentos ocorre como adaptagdo fisiologica a fim de minimizar a producdo de calor

interna e a taxa metabolica, propiciando o equilibrio entre o calor endoégeno e do
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ambiente (MADER e DAVIS, 2004; BEATTY et al., 2008). Concomitantemente,
devido a reduc@o na ingestdo de matéria seca, o animal tera menor motilidade gastrica,
predile¢do por alimentos concentrados (menor fermentacdo no rimen), redu¢do do pH
ruminal promovendo maior produgdo de acido latico, redugdo do pH sanguineo e, como
consequéncia, acidose metabolica (MACHADO, 1998).

A diminuicdo da ingestdo de alimentos precede um declinio na produgdo de leite
quando as vacas estdo submetidas ao estresse térmico (RHOADS et al., 2009). Em casos
graves de estresse térmico, as vacas utilizam a agua que seria aproveitada na sintese de
leite para os processos metabdlicos de dissipacdo de calor (JONES e STALLINGS,
1999). O estresse térmico aumenta a ingestdo de agua, uma vez que as propriedades
fisicas da dgua sdo importantes para a transferéncia do calor corporal para o ambiente,
ou seja, a hidratagdo mantem a temperatura corporal do animal dentro dos limites de
normalidade (MADER e DAVIS, 2004; GAUGHAN et al., 2010; SULLIVAN et al.,
2011). Os requerimentos de agua durante o estresse aumentam de 1,2 a 2-fold quando
comparado aos requerimentos dos animais sob termoneutralidade (BEED ¢ COLLIER,
1986).

Adaptagdes metabdlicas sdo requeridas para organizar a utilizacdo alterada de
nutrientes ocasionadas pelo estresse. Devido ao consideravel envolvimento do sistema
endocrino na coordenagdo do metabolismo, € esperado que o estresse térmico resulte na
alteragdo das concentragdes séricas hormonais (BEED e COLLIER, 1986). Os
hormdnios associados a adaptacdo ao estresse sdo prolactina (PRL), horménio de
crescimento (GH), hormoénios da tiredide, glicocorticdides e hormonio antidiurético
(ADH) (FAROOQ et al., 2010).

Viarios estudos demonstraram a influéncia térmica do ambiente sobre respostas
fisiologicas dos animais domésticos, representadas pelas frequéncias cardiaca e
respiratoria, produgdo e dissipagdo do calor e, principalmente, temperatura retal. A
medida que aumenta a temperatura ambiente, ultrapassando os limites da temperatura
critica superior, observa-se o aumento da frequéncia respiratdria e da temperatura retal
nos animais domésticos (MEDEIROS e VIERIA, 1997).

A frequéncia respiratoria ¢ muito susceptivel ao aumento da carga térmica
ambiental. O aumento da taxa respiratéria é um processo pelo qual as secrecdes
mucosas aquosas da regido da boca perdem calor via evaporagdo por constante
movimento de ar inalado e exalado (ROBERTSHAW e DMI’EL, 1983). Os bovinos

apresentam de 12 a 36 movimentos respiratorios por minuto (mpm) em condi¢des de
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termoneutralidade (SMITH, 2006). Vacas em ambientes sombreados apresentam
reduzida frequéncia respiratoria quando comparadas a vacas em ambientes nao
sombreados (54 versus 82 mpm), bem como menor temperatura retal (38,9 versus 39,4
°C; ROMAN-PONCE et al., 1977).

O aumento dos ciclos respiratérios como resposta ao estresse térmico, pode
resultar em redistribuicdo do fluxo de sangue para os musculos envolvidos na atividade
respiratoria. O maior fluxo sanguineo para a periferia associado com a termorregulagdo,
simultaneamente, reduz o fluxo sanguineo para os 6rgdos internos, incluindo o trato
reprodutivo. Por exemplo, o fluxo de sangue para o ovario, o colo uterino e a tuba
uterina diminuem de 20-30% durante o estresse térmico, enquanto que o fluxo
sanguineo vulvar aumenta em 40% (ROCHA et al., 2012). A temperatura retal ¢ o
indicador mais importante entre os pardmetros fisiolégicos que podem ser mensurados
para verificar o estresse térmico (HANSEN, 2005) ja que o seu aumento indica falha ou

esgotamento dos mecanismos de termoregulagdo (MOTA, 1997).

4.4 INDICE DE ESTRESSE TERMICO

O estresse térmico é causado pela combinacdo de fatores climaticos, ambientais
e térmicos. Dessa forma, a temperatura ambiente ndo pode ser usada como o Unico
indicativo de estresse. Entre os fatores responsaveis pela carga de calor recebida pelo
animal, podemos destacar a radiacdo solar, umidade relativa do ar, vento, pressdo
atmosférica, altitude e precipitacio (MEDEIROS e VIEIRA, 1997).

O indice de estresse térmico mais comumente usado em vacas Holandesas em
lactagdo ¢ o Indice de Temperatura ¢ Umidade (ITU) (MCDOWELL et al., 1976). O
ITU ¢ calculado a partir da temperatura ambiente ou temperatura de bulbo seco (TBS) e

da umidade relativa do ar (UR), a partir da férmula (NRC, 1971):

ITU = (0,8 x TBS) + [(UR/100) x (TBS — 14,4)] + 46,4
onde

ITU = Indice de temperatura e umidade

TBS = Temperatura de bulbo seco

UR = Umidade relativa



43

O valor do ITU abaixo de 72 é considerado auséncia de estresse, entre 72 e 78,
estresse ameno ou brando, entre 79 e 88, estresse moderado e de 89 a 98, estresse severo
(ARMSTRONG, 1994). Embora o ITU s6 considere a temperatura ambiente e umidade
do ar, descartando os outros agentes climaticos como radiagdo, este ¢ amplamente aceito
e utilizado como indicador de estresse térmico (WEST, 1997; MADER et al., 2002).

Existem indices que utilizam outros fatores ambientais para determinar o grau de
estresse animal. O Indice da Temperatura do Globo Negro e Umidade (ITGU) é
calculado com base na temperatura do ar, radiagdo, umidade relativa, pressdo
barométrica e efeito do vento (MEDEIROS e VIERIA, 1997). O globo de Vernon ou
globo negro ou globotermOmetro consiste em uma esfera oca, de cobre, com
aproximadamente 0,15 m de didmetro, pintada externamente com duas camadas de tinta
preto-fosca para maximizar a absor¢do de radiag@o solar. Em seu interior, ¢ inserido um
termometro para leitura da temperatura. O globo negro indica, por meio do valor lido no
termOmetro, os efeitos combinados da energia radiante, temperatura e velocidade do ar,
trés importantes fatores que afetam o conforto térmico dos animais. E um meio prético
para determinar o componente energia radiante no ambiente e estd consolidado nas
pesquisas em bioclimatologia, ou seja, na determinacao de indices que expressam o grau

de conforto dos animais (AZEVEDO e ALVES, 2009).

O calculo do ITGU ¢ feito a partir da féormula

ITGU =Tgn + 0,36 Tpo - 330,08
onde
Tgn = temperatura do globo negro em Kelvin (°K)

Tpo = temperatura do ponto de orvalho em Kelvin (°K)

Este indice ¢ muito mais eficiente do que o ITU, ja que n3o engloba s a
temperatura do ar, mas também o efeito da radiagdo, da umidade relativa, da pressdo
barométrica e o efeito do vento. Quando o ITGU ¢ < 74, o ambiente ¢ propicio para
qualquer criagdo de animais Europeus; de 74 a 78, os animais elevam a frequéncia
respiratoria sem afetar basicamente a homeostase; de 79 a 84, os animais elevam a
frequéncia respiratoria, sua temperatura corpérea e ha necessidade de manejo didrio,
alimentar e reprodutivo cuidadoso para se obter sucesso; de 82 a 86, somente com

meios artificiais de termolise, haverd producdo condizente com o potencial genético; e
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ITGU > 86, caso quase insuportavel em que, economicamente, sera dificil obter sucesso
com os animais de grande precocidade e produgdo (MEDEIROS e VIERIA, 1997). No
entanto, apesar de pratico, o globo negro tem sofrido modificagdes em sua forma,
tamanho e material de confec¢do, decorrentes principalmente do prego do globo de
cobre utilizado no instrumento padro, o que torna seu uso menos comum (AZEVEDO

e ALVES, 2009).

4.5 Bos taurus taurus E Bos taurus indicus

Segundo a nomenclatura classica de Linneu (Carolus Linnaeus), em sua obra
classica “Systema Naturae” publicada em 1735, os taurinos europeus e os zebuinos
indianos foram considerados espécies distintas, denominadas Bos taurus e Bos indicus,
respectivamente (LINNAEUS, 1735). No entanto, a literatura moderna preconiza que
taurinos e zebuinos descenderam do mesmo grupo de animais e por terem fecundidade
completa entre si pertencem a uma unica espécie denominada Bos faurus. Assim, o
gado bovino é denominado Bos taurus. Devido a notavel diferenga fenotipica ¢ a
distdncia genética, taurinos (bovinos sem cupim) e zebuinos (bovinos com cupim)
foram classificados como subespécies distintas, denominadas Bos taurus taurus ¢ Bos
taurus indicus, respectivamente (ASSIS, 2007).

Por centenas de milhares de anos a evolug@o das subsepécies Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus ocorreu sob diferentes condigdes ambientais (HANSEN, 2004). Os
bovinos taurinos evoluiram em clima temperado e ndo foram expostos ao desafio dos
estresses presentes nas regioes tropicais, sendo pouco produtivos nestes ambientes. Ja os
zebuinos evoluiram nos tropicos na presenga de elevadas cargas de calor, de doengas
tropicais e de alto desafio de parasitas internos e externos (ASSIS, 2007). Além disso,
esses animais tendem a ter uma menor exigéncia nutricional e a responder melhor do
que animais Bos taurus taurus em ambientes com certo grau de restrigdo nutricional
(MEDEIROS e VIEIRA, 1997).

Com o passar dos anos, os bovinos tem sido criados e selecionados
especialmente para a produgdo de carne e leite. Algumas das ragas da subespécie Bos
taurus taurus (ragcas Holandesa, Pardo Suica, Jersey, Angus, Simental e Schwyz, por
exemplo) foram selecionadas para a producdo leiteira, diferente das ragas da subespécie
Bos taurus indicus (ragcas Nelore, Brahman, Hereford e Gir, por exemplo) que

apresentam uma maior aptidao para producao de carne (SARTORI et al., 2010).
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Os animais zebuinos sdo conhecidos por serem menos férteis e apresentarem
uma menor produgdo leiteira do que animais das ragas taurinas, porém sdo mais
adaptados as condigdes ambientais, o que os faz mais apropriados ao sucesso
reprodutivo nos tropicos (SARTORI et al., 2010). Uma ferramenta muito utilizada para
superar ou minizar os problemas relacionados a baixa producdo de animais Bos taurus
taurus de ragas puras em ambientes tropicais (SARTORI et al., 2010) ¢ o cruzamento
entre racas de taurino e zebuinos, proporcionando melhor adaptabilidade aos tropicos

(GAUGHAN et al., 1999).

4.5.1 Diferencas reprodutivas entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus

Diferencas fisiologicas reprodutivas entre as subespécies Bos taurus taurus e
Bos taurus indicus tem sido relatadas em muitos estudos (ALVES et al., 2002;
CAMARGO et al., 2007; BARUSELLI et al.,, 2007; SARTORI et al., 2010). A
puberdade ¢ um fendmeno muito estudado entre animais das diferentes idades e
subespécies. Novilhas Bos taurus taurus apresentam maturidade sexual e puberdade
mais cedo que novilhas Bos taurus indicus (RODRIGUES et al., 2002). Zebuinos
criados nos tropicos apresentam idade estimada de puberdade entre 16 e 40 meses,
enquanto que animais taurinos entram em puberdade de 6 a 12 meses mais cedo
(ABEYGUNAWARDENA ¢ DEMATAWEWA, 2004; NOGUEIRA, 2004).

As caracteristicas comportamentais de estro também diferem entre as
subespécies. A duragdo do cio varia, sendo de 13 e 16 horas em média nas fémeas Bos
taurus indicus e Bos taurus taurus, respectivamente (BARUSELLI et al., 2007). Por
apresentarem a duragdo do estro mais curta, a detec¢do do cio em fémeas zebuinas se
torna mais dificil (BARUSELLI et al., 2007). Além disso, mais da metade dos animais
Bos taurus indicus iniciam a manifestag¢ao de cio no periodo da noite (entre 18:00 e 6:00
h), sendo que cerca de 30% iniciam e encerram o estro durante a noite (PINHEIRO et
al., 1998), dificultando o manejo e a eficacia da detecg¢@o de cio. Outro diferencial entre
zebuinos e taurinos ¢ o numero de ondas foliculares. Um estudo conduzido por
Wolfenson et al. (2004) demonstrou que vacas Holandesas em lactacdo e novilhas
puberes apresentam predominancia de duas ou trés ondas de crescimento folicular por
ciclo estral. Por outro lado, vacas da raga Gir apresentam a incidéncia de trés até quatro

ondas de crescimento folicular por ciclo estral (GAMBINI et al., 1998).
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Além das diferencas no ciclo estral ¢ no nimero de ondas foliculares, a
populacdo de pequenos foliculos no ovario de vacas Nelore ¢ maior que em ovarios de
vacas Holandesas (SARTORI et al., 2010). No inicio de cada onda folicular foram
detectados cerca de 24 foliculos antrais pequenos em vacas Bos taurus taurus
(GINTHER et al., 1996) e cerca de 50 foliculos pequenos em Bos taurus indicus
(BURATINI JR et al., 2000). O diametro do foliculo dominante/ovulatério ¢ maior em
vacas Bos taurus taurus (17 mm aproximadamente) quando comparadas a vacas Bos
taurus indicus (12 mm aproximadamente; GINTHER et al., 1989; SARTORELLI et al.,
2005). Corroborando com os dados acima, um estudo recente realizou a analise
temporal da dinadmica folicular de novilhas da raca Holandesa e da raca Gir mantidas
sob as mesmas condi¢des de manejo ambiental e nutricional. Foram demonstradas
diferengas significativas entre o nimero de ondas foliculares por ciclo estral, sendo de
2,6 + 0,17 para as fémeas da raca Holandesa e 3,4 + 0,24 para as fémeas da raca Gir, o
numero de foliculos recrutados apo6s a primeira onda folicular foi menor nas novilhas
Holandesas (26,1 + 1,7) do que nas novilhas Gir (66,2 + 15,9), os didmetros dos
foliculos dominantes (11,8 + 0,73 ¢ 9,4 = 0,52) ¢ o didmetro maximo do corpo luteo
(26,8 £ 0,54 ¢ 22,3 £ 0,98) foram maiores nas novilhas da raca Holandesa em
comparagao as novilhas da raca Gir, respectivamente (BALDRIGHI, 2013).

O periodo de gestagdo entre as subespécies também ¢ distinto. A duracdo da
gestacdo em Bos taurus indicus (292 dias em média) ¢ mais longa que a de Bos taurus

taurus (282 dias em média; PASCHAL et al., 1991).

4.5.2 Diferencas na termorregulacio entre Bos taurus taurus e Bos taurus indicus

As influéncias genéticas na regulagdo da temperatura corporal tem sido bem
estudadas em bovinos. Ja foi demonstrado que animais de subespécies diferentes
apresentam habilidades termorregulatorias distintas (HAMMOND et al., 1996;
GAUGHAN et al., 1999; PEREIRA et al., 2008). Os animais Bos taurus indicus
possuem maior capacidade de termoregulacdo do que os animais Bos taurus taurus.
Esse aspecto esta provavelmente associado a diferencas anatdmicas e fisiologicas
presentes em zebuinos que intensificam a perda de calor e a termorregulagdo
(HANSEN, 2004).

O padriao da pelagem e as propriedades da pele s@o fatores que influenciam

diretamente na termorregulacdo. A presenca de pélos densos e espessos, tipicos de
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muitos Bos taurus taurus, diminuem o fluxo de calor por condugdo e convecgdo
aumentando os efeitos do estresse térmico (FINCH et al., 1984). Ja os pelos lisos,
brilhantes e de cores claras caracteristicos dos Bos ftaurus indicus refletem maior
quantidade de raios do sol, aumentando a perda de calor para o ambiente
(HUTCHINSON e BROWN, 1969; HANSEN, 2004). Olson et al., (2003) identificaram
um gene, chamado de slick hair, responsavel por produzir uma pelagem curta e lisa em
animais taurinos, e que esta altamente relacionado com a manutengdo das temperaturas
retais mais baixas nos periodos mais quentes do ano. Quando submetidas ao estresse
térmico em camara climatica, vacas da raga Holandesa que possuem o gene slick hair
apresentaram uma regulacdo da temperatura corporal mais eficiente do que vacas da
mesma raga com auséncia desse gene (DIKMEN et al., 2008). Um dos motivos para
isso ¢ que animais de pelo liso sdo capazes de regular a temperatura através do aumento
da taxa de transpiracao (DIKMEN et al., 2008).

Um estudo comparando a transmissdo da radiagdo ultravioleta (UV) através do
pelame e da epiderme de bovinos das racas Holandesa e Nelore demonstrou que em um
ambiente caracterizado por altos niveis de UV, a combinagdo mais adequada é o pelame
de cor branca, sobre uma epiderme de cor negra. Entretanto, um pelame negro constitui
uma superficie de grande absorvidade da radiacdo térmica, de modo que a temperatura
da superficie cutanea nestes animais ¢ mais elevada que naqueles com pelame branco
(SILVA et al., 2001). A abundancia de pele solta também contribui para a habilidade de
resistir a climas quentes, aumentando a superficie corporal para dissipar o calor.

A presenca de glandulas sudoriparas de densidade e tamanhos maiores, com
maior nimero de camadas de células no epitélio e localizagdo mais proxima da
superficie da pele permite, aos animais zebuinos, uma maior habilidade em dissipar o
calor para o ambiente via evaporacio (GAUGHAN et al., 1999; HANSEN, 2004;
VEERASAMY et al., 2012). Além disso, animais Bos taurus indicus tem uma menor
producdo de calor endogeno, proveniente de um menor metabolismo basal
(BLACKSHAW e BLACKSHAW, 1994), o que contrasta com o intenso metabolismo
associado a lactacdo em animais de aptiddo leiteira. Uma possivel razdo para essa taxa
de metabolismo reduzida seria o tamanho diminuido dos 6rgdos internos nesses animais
quando comparados aos tamanhos dos 6rgdos de animais da subespécie Bos taurus
taurus (HANSEN, 2004).

A frequéncia respiratoria atua como um mecanismo para a perda de calor

durante o estresse térmico e sua alteragdo ocorre logo apds os mecanismos de
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vasodilatagdo e sudagdo (BACCARI JR., 2001). Essa via evaporativa de perda de calor
¢ maior nas racas européias (Bos taurus taurus) quando comparadas as ragas zebuinas.
Foi verificado que Bos taurus indicus nascidos no Brasil apresentam média de 15
movimentos respiratorios por minuto enquanto Bos taurus taurus também nascidos no
Brasil apresentam frequéncia respiratéria média de 35 movimentos por minuto
(CARVALHO et al., 1995). Além disso, o estresse térmico causado por exercicio fisico
em alta temperatura ambiente e alta umidade relativa causou taquipnéia (frequéncia
respiratoria elevada) e hipertermia em bovinos da raga Simental (CARVALHO et al.,
1995). Sob condicdes de altas temperaturas, durante o verdo na Florida, novilhas Angus
apresentaram temperatura retal e frequéncia respiratoria maiores quando comparadas as
novilhas Brahman, indicando maior habilidade de animais Bos taurus indicus em
dissipar o calor (HAMMOND et al., 1996).

A selecdo de animais com maior termotolerancia dentro das racas de maior
susceptibilidade térmica certamente melhorariam o potencial produtivo destas ragas.
Um estudo de Associagdo Genomica Ampla (GWAS, do inglés Genome Wide
Association Studies) e identificagio de SNPs (do inglés, Single Nucleotide
Polymorphism) em vacas Holandesas quantoa temperatura retal demonstrou a
existéncia de QTL (quantitative trait loci) para prever alguma variagdo genética em
temperatura retal. Estes QTL podem revelar-se importantes para a selecdo genética de

termotolerancia (DIKMEN et al., 2013).

4.6 ESTRESSE TERMICO NA REPRODUCAO

4.6.1 Efeitos no ciclo estral e perfil hormonal

Os processos reprodutivos nos mamiferos, tanto em machos quanto em fémeas,
sdo amplamente afetados e estdo sujeitos a transtornos causados pelo estresse térmico
(HANSEN, 2009). Estudos iniciais demostraram que o estresse térmico em fémeas
induz um aumento na atividade do eixo hipotaldmico-hipofisario-adrenal (HHA) com
diminuicdo na fun¢do reprodutiva e possivel relagdo com os hormoénios do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) (SELYE, 1936).

Deste modo, as altas temperaturas podem comprometer a liberagdo do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) e, consequentemente, a liberagdo do hormonio

foliculo estimulante (FSH) e do LH (ROCHA et al.,, 2012) provocando inumeras
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desordens reprodutivas. Roth et al. (2000) observaram depressdo da dominancia
folicular em vacas Holandesas expostas a altas temperaturas em comparagdo a vacas em
termoneutralidade. Este efeito foi expresso por uma diminui¢do pronunciada na inibina
plasmatica e por aumento das concentra¢des de FSH circulante (ROTH et al., 2000). Ja
foi observado que a frequéncia de liberagcdo pulsatil de LH no dia 5 do ciclo estral foi
menor em vacas estressadas em comparacdo a vacas mantidas em ambientes com
refrigeracdo (WISE et al., 1988). A diminui¢@o na liberacdo das gonadotrofinas (LH e
FSH) afeta producdo de estrogenos (BUTLER et al., 2003; DE RENSIS; e
SCARAMUZZI, 2003), acarretando em diversos problemas de ordem reprodutiva assim
como reducdo na intensidade e duracao do estro com consequentes falhas de detecgao.

A duracdo do estro nas fémeas taurinas ¢ de, aproximadamente, 14 a 18 horas
durante o inverno, enquanto que no periodo de verdo, essa duracdo ¢ reduzida para oito
a dez horas (BARBOSA ¢ DAMASCENO, 2002 apud CRUZ, 2011). Nio s6 a duracdo
do estro ¢ reduzida, mas também o numero de montas diminui em periodos de clima
quente em relagdo aos periodos de clima frio (PENNINGTON et al., 1985) e por isso,
nos meses mais quentes do ano, o indice de falha na detecgdo do estro chega a 75-80%
(HANSEN e ARECHIGA, 1999).

Os efeitos do estresse térmico na concentragdo de progesterona (P4) e estradiol
(E») circulantes sdo controversos. Em vacas Bos faurus indicus da raca Gir expostas ao
estresse térmico severo (38 °C e 80% UR) por 28 dias em camara climatica foi
observada reducdo na concentragdo de P4 circulante, anestro prolongado e reducdo do
ciclo estral mesmo apés o periodo de exposi¢do (TORRES-JUNIOR et al., 2008). A P,
plasmatica reduzida afeta a esteroidogénese do foliculo dominante e consequentemente
a formacao do futuro corpo ltuteo, além de alterar a morfologia e funcdo endometrial no
ciclo subseqiiente (WOLFENSON et al., 2000). Contraditoriamente, Wise et al. (1988)
constataram que as concentragdes plasmaticas de P4 e E, foram semelhantes entre vacas
Holandesas em lactacdo submetidas ao estresse térmico durante o verdo no Arizona
(maio a setembro) e vacas em condi¢des de termoneutralidade em camara climatica (22
°C em ar refrigerado). Ja Trout et al. (1998) reportaram que houve marcado aumento
nas concentragdes plasmaticas de P, em vacas Holandesas lactantes submetidas ao
estresse térmico de 38,3 °C em camara climatica por 10 dias.

Alguns estudos demonstraram que a exposi¢do cronica a altas temperaturas in
vivo promoveu a supressao da concentracdo plasmatica de E, (GWAZDAUSKAS et al.,

1981; WOLFENSON et al., 1995; WILSON et al., 1998), enquanto que Wise et al.,
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(1988) constataram que as concentra¢des plasmaticas de E, foram semelhantes entre
vacas Holandesas em lactagdo submetidas ao estresse térmico e vacas em condigdes de
termoneutralidade.

As altas temperaturas perturbam o equilibrio entre as secrecdes de
prostaglandina E, (PGE,) e prostaglandina F,, (PGF,,), 0 que provavelmente diminui a
motilidade do musculo liso do oviduto, importante para o transporte do gameta ¢ do
embrido, promovendo reducdo na fertilidade em bovinos durante o verdo
(KOBAYASHI et al., 2013).

As concentragdes plasmaticas do fator de crescimento semelhante a insulina I
(IGF-I) também sdo afetadas em animais submetidos a situacdes de estresse térmico.
Rhoads et al. (2009) observaram que vacas Holandesas lactantes submetidas a altas
temperaturas em camara climatica tiveram reducdo na concentracao plasmatica de IGF-I
quando comparadas a vacas Holandesas lactantes em condigdes termoneutras.
Similarmente, Shehab-El-Deen et al. (2010) demonstraram que vacas Holandesas no
periodo pds-parto apresentaram menores concentracdes plasmaticas de IGF-I durante o
verdo em relagdo ao inverno. A diminuigdo das concentra¢des plasmaticas foi
acompanhada pela reducdo na expressdo hepatica do gene IGF-I, que decresceu
aproximadamente 25% em vacas Holandesas lactantes estressadas termicamente
(RHOADS et al., 2010). Assim, a exposi¢cdo de vacas produtoras de leite ao estresse
térmico in vivo reduz os niveis circulantes de IGF-I, o que compromete a reproducao

nesses animais (DE RENSIS e SCARAMUZZI, 2003).

4.6.2 Efeitos na fertilidade

Episddios cumulativos de estresse e de variagdo aguda das condi¢des climaticas
podem comprometer o sucesso da gestacdo durante os periodos quentes do ano.
Segundo Garcia-Spierto et al. (2006), o estresse térmico compromete o sucesso da
gestacdo durante o periodo peri-implantacional. Quando vacas leiteiras foram
submetidas ao exame de ultrassonografia dos dias 1 a 40 de gestacdo durante o verdo e
inverno houve forte associagdo entre as perdas gestacionais com o periodo de maior
temperatura do ano, indicando que os valores de alto indice de temperatura e umidade
para o periodo de 21-30 dias de gestacdo sdo um fator de risco para a perda fetal

precoce subseqiiente (GARCIA-SPIERTO et al., 2006).
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Em vacas leiteiras de alta produgédo, a perda gestacional de 6,7% ocorreu quando
o ITU foi maior que 85 durante os primeiros meses de gestacdo (SANTOLARIA et al.,
2010). Dados de um estudo retrospectivo demonstraram uma relagdo negativa entre a
taxa de concep¢do e a temperatura ambiente um dia apds a inseminagdo em vacas €
novilhas Bos taurus taurus. Vacas lactantes Pardo Suica, Jersey e Holandesas
apresentaram reduzidos indices de concepc¢do durante os meses de estresse térmico
(BADINGA et al., 1985). As taxas de concepgdo diminuiram de 52 para 32% quando a
temperatura ambiente aumentou de 24 para 32 °C, e as novilhas apresentaram maior
fertilidade que as vacas (BADINGA et al., 1985). No Brasil, a taxa de gestacdo de vacas
Holandesas em lactacdo reduziu no verdo em relagdo ao periodo de inverno a (THI: 75,8
e 65,3 no verdo e inverno, respectivamente; PIRES et al,. 2002)

Em bovinos de corte, o efeito da alta temperatura na reproducdo também ja foi
relatado. Dunlap e Vincent (1971) demonstraram que a taxa de concep¢do de novilhas
Hereford foi de 0% quando expostas a alta temperatura (32,2 °C) por 72 horas em
camara climatica em compara¢do a uma taxa de concepcdo de 48% quando os animais
foram mantidos em uma temperatura controle (21,1 °C), também em camara climatica.

A recuperagdo pos-parto e o retorno a ciclicidade também s3o acometidos pelo
estresse térmico. Uma das principais causas do anestro pos parto em vacas de alta
producdo leiteira é o prolongado balan¢o energético negativo (WATHES et al., 2007) e
o agravamento desse balanco durante o verdo diminui ainda mais a fertilidade (DE
RENSIS e SCARAMUZZI, 2003). Animais inseminados durante os periodos quentes
do ano apresentaram reducdo na ciclicidade e aumento na incidéncia de ovarios inativos
e desordens reprodutivas. Al-Katanani et al.(1999) demonstraram que o estresse térmico
antes, depois e no dia da inseminagdo ¢ associado com uma maior taxa de retorno ao cio
90 dias apds a inseminacdo. O clima ameno parece entdo preservar a fertilidade e
reduzir os riscos de alteragdes reprodutivas (LOPEZ-GATIUS, 2003).

Vacas submetidas ao estresse térmico apresentam reducdo no fluxo sanguineo
para o utero e aumento da temperatura uterina, o que compromete o ambiente
intrauterino, reduzindo a fertilidade (DE RENSIS e SCARAMUZZI, 2003). Essa
diminuicdo do fluxo sanguineo para o ttero ocorre devido a redistribui¢do de fluxo dos
orgdos viscerais para a periferia com a finalidade de reduzir a temperatura corporea
(THATCHER e COLLIER, 1986). O aumento em 0,5 °C na temperatura uterina no dia
posterior a insemina¢do provoca uma queda de 6,9% na taxa de concepgdo

(THATCHER et al., 2010). Roman-Ponce et al. (1978) relataram que houve reducdo de
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128 mL de sangue por minuto em vacas Suica Marrom que permaneceram na sombra
durante o verdo para 109 mL em animais estressados termicamente que permaneceram,

durante o verdo, em local sem sombra.

4.6.3 Efeitos na competéncia oocitaria: estudos in vivo

Desordens na fisiologia dos odcitos durante o longo periodo de desenvolvimento
folicular e durante o processo de maturagdo podem potencialmente levar a uma reducao
na competéncia de fertilizagdo e subseqiiente comprometimento do desenvolvimento
embrionario (ROTH, 2008). Os efeitos da temperatura elevada na fun¢@o oocitéria ja
foram demonstrados em estudos conduzidos in vivo.

Um estudo pioneiro realizado por Putney et al. (1989) demonstrou os efeitos
deletérios do estresse térmico durante a maturagdo do odcito. Neste experimento, a
exposi¢ao de novilhas Holandesas ao estresse térmico de 42 °C em camara climatica por
8 horas, entre o estro ¢ a inseminagdo, aumentou a incidéncia de embrides com
desenvolvimento retardado e/ou anormais com blastomeros degenerados quando
comparados ao grupo controle (temperatura de 20 °C em camara climatica).

Outro estudo in vivo também demonstrou que odcitos na fase de vesicula
germinativa (VQG) coletados de vacas Holandesas durante as estacdes quentes do ano
(abril a setembro, Florida, Estados Unidos) sofreram declinio na propor¢@o de odcitos e
embrides clivados que se desenvolveram até o estadio de blastocistos no dia 8 (D8) apos
fecundacdo in vitro (FIV) em comparagdo a oocitos coletados durante periodos de clima
frio (outubro a mar¢o) (AL-KATANANI et al., 2002). Este efeito negativo do estresse
térmico foi ainda mais acentuado em vacas repetidoras de cio (animais subférteis sem
qualquer altera¢do anatdmica ou infec¢do, que ndo emprenham até o terceiro servigo ou
apos este periodo; FERREIRA et al., 2011). Neste estudo a taxa de recuperacdo
oocitaria foi menor em animais submetidos a OPU no verdo (6,5 = 0,56) em
comparagdo ao inverno (15,14 + 1,29), assim como a taxa de blastocitos no dia D7 foi
menor na estacdo quente do ano em relacdo a estacdo fria. Além disso, a qualidade dos
blastocistos produzidos in vitro foi comprometida pelo verdo (FERREIRA et al., 2011).

Rocha et al. (1998) demonstraram a a¢do do estresse térmico em odcitos VG das
diferentes subespécies Bos taurus taurus ¢ Bos taurus indicus. Quando odcitos de vacas
Holandesas foram aspirados durante verdo e fecundados in vitro, houve redugdo na

qualidade e competéncia oocitaria, indicada pelo baixo desenvolvimento embriondrio in
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vitro em relagdo aqueles odcitos aspirados no inverno. Em contraste, ndo houve efeito
sazonal na qualidade e competéncia de oocitos aspirados de vacas Brahman coletados
no verdo e inverno (ROCHA et al., 1998).

A exposicao de vacas Nelores e Holandesas ao estresse térmico por 28 dias em
camara climatica (dias 0 a 14: 37 °C - 70% de umidade relativa (UR) durante o dia e 30
°C - 90% UR durante a noite; dias 14 a 28: 38 °C - 75% UR durante o dia e 30 °C - 90%
UR durante a noite) reduziu o nimero total de complexos cumulus-odcitos (CCOs)
recuperados por vaca em relagdo ao grupo termoneutro (sob sombra, em ambiente
aberto e arejado) nos animais da raca Nelore (RISOLIA, 2013). Além disso, a
porcentagem de CCOs grau I recuperados de animais sob estresse na camara climatica
foi reduzida em relagdo aos animais em termoncutralidade, independente da raga
(RISOLIA, 2013). Ja na producao in vitro de embrides, o estresse térmico in vivo afetou
a competéncia oocitaria refletida pela redugdo na porcentagem de clivagem e
blastocistos em ambas as racas (RISOLIA, 2013).

Apesar da tolerancia térmica constatada nos animais da subespécie Bos
taurus indicus, existem evidéncias de que a temperatura elevada tem efeito deletério e
acumulativo sobre a competéncia oocitdria destes animais. Um estudo retrospectivo,
utilizando 2.395 sessoes de aspiracdo folicular (OPU) em vacas Nelore, demonstrou que
o indice de produgdo embriondria in vitro foi reduzido apds os meses quentes do ano
(FERRAZ et al., 2005). Da mesma forma, quando vacas da raca Gir foram submetidas a
temperatura ¢ umidade elevada controladas em cdmara climatica por 28 dias (38 °C
durante o dia e 30 °C durante a noite, com 80% de UR) houve diminui¢do na taxa de
CCOs recuperados e a produgdo de blastocistos caiu de 27,2% no grupo controle para
13,3% no grupo estresse térmico durante 119 dias pds-estresse (periodo compreendido
do dia 28 ao dia 147), sugerindo que os efeitos do estresse térmico sejam mais
pronunciados na fase folicular pré-antral (TORRES JR et al., 2008).

O efeito acumulativo do estresse térmico ja foi também demonstrado em vacas
Holandesas. Badinga et al. (1985) demonstraram que o estresse térmico sazonal no
odcito se prolonga do verdo até o outono subseqiiente, promovendo redugdo nos indices
de concepgdo. Esta redugdo na competéncia oocitaria s6 ¢ entdo recuperada 2 a 3 ciclos
estrais apos o final da estagdo quente, indicando que o estresse térmico pode ter um
efeito deletério em o00citos que iniciaram seu crescimento ainda no periodo quente

(ROTH et al., 2001).
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4.6.4 Efeitos na competéncia oocitaria: estudos in vitro

Estudos in vitro demonstraram a susceptibilidade oocitaria aos efeitos diretos da
temperatura elevada. Oocitos na fase de VG e também, durante a maturagdo até o
estadio de MII, podem ser afetados pelas altas temperaturas.

Odcitos em VG submetidos ao estresse térmico in vitro de 41° C por 12 horas
apresentaram reducdo na proporc¢do de odcitos que progrediram até MII apos a MIV,
além de ter apresentado redu¢do no desenvolvimento de blastocistos (PAYTON et al.,
2004). Lima (2012) constatou que a exposi¢ao de odcitos bovinos no estadio de VG ao
estresse térmico in vitro de 41 °C por 14 horas reduziu a competéncia de
desenvolvimento do o6cito, diminuindo as taxas de clivagem e de blastocistos.

A exposicdo de odcitos bovinos a temperatura severa de 42-43 °C ou a
temperatura moderada de 40-41 °C durante a MIV bloqueia ou reduz a competéncia
oocitaria e consequentemente o desenvolvimento embrionario. O estresse térmico in
vitro de 40 e 41 °C durante as primeiras 12 horas da MIV reduziu a taxa de clivagens
em oodcitos € o desenvolvimento embrionario até o estadio de blastocisto quando
comparado aos odcitos maturados a 38,5 °C (ROTH e HANSEN, 2004a). Ju et al.
(2005) submeteram oo6citos de vacas de corte e leite a uma temperatura de estresse
térmico in vitro de 42 °C durante as horas finais da maturacdo por 0 (controle), uma,
duas ou quatro horas. A porcentagem de formagdo de blastocisto foi menor no grupo 4
horas em comparacdo ao grupo controle (JU et al., 2005). Em outro estudo, esse mesmo
grupo de autores submeteu odcitos bovinos a um estresse térmico severo de 43 °C por
45 ou 60 minutos durante a MIV, o que resultou numa reducdo significativa da
competéncia de desenvolvimento oocitdria, diminuindo a taxa de formagdo de
blastocistos (JU et al., 1999). Odcitos em MII submetidos ao estresse térmico in vitro
durante a fertilizacdo também apresentam reduzida producdo de blastocistos. Rivera e
Hansen (2001) submeteram odcitos a temperaturas de 38,5, 40 e 41 °C por 8 horas
durante a fertilizagdo. A fertilizacdo dos odcitos a 41 °C reduziu a taxa de clivagem e a
porcentagem de odcitos que se tornaram blastocistos quando comparados a fertilizagao
nas temperaturas de 38,5 e 40 °C.

Block et al. (2002) demonstraram que a contribuicdo do odcito é mais
importante para a resisténcia genética embriondria ao estresse térmico do que a
contribuicdo do espermatozoide. Para isso, oocitos de vacas Brahman e de vacas

Holandesas foram fecundados in vitro com sémen de touros Angus. Quando em estadio
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de 9 ou mais células, os embrides produzidos foram submetidos ao estresse térmico in
vitro de 41 °C por 6 horas. Neste estudo, a taxa de producdo de blastocistos indicou que
embrides originados de odcitos Brahman foram mais resistentes ao estresse térmico do
que embrides produzidos a partir de oocitos de vacas Holandesas (Block et al., 2002).
No entanto, quando odcitos vacas Holandesas foram fecundados in vitro com sémen de
Angus ou Brahman e os embrides submetidos as mesmas condi¢des de estresse térmico,
a redugdo no desenvolvimento a blastocisto foi similar para embrides fecundados com
espermatozoides das duas racas (Block et al., 2002). Ainda nesse trabalho, embrides de
9 células ou mais de vacas Holandesas, oriundos da fertilizagdo com sémen de Angus
ou Brahman, submetidos as mesmas condigdes de estresse térmico, apresentaram
semelhante reducdo no desenvolvimento em blastocisto (Block et al., 2002).
Similarmente, Satrapa et al. (2011) verificaram que o estresse térmico (41,0 °C durante
12 h, 96 horas pos inseminacdo - hpi) diminuiu igualmente o desenvolvimento de
embrides bovinos até o estadio de blastocisto produzidos a partir de odcitos da raga
Holandesa fertilizados com sémen de touros da raga Gir (Bos taurus indicus) ou com
sémen de touros da raga Holandesa (Bos taurus taurus).

Fatores de crescimento, hormonios e diversos antioxidantes sdo utilizados com a
finalidade de minimizar os efeitos negativos do estresse térmico em odcitos. Ja foi
observado que o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) apresenta efeitos
termoprotetores em o6citos e embrides bovinos. A familia dos IGFs ¢ formada por dois
ligantes, IGF-I e IGF-II, que desempenham importante papel na maturagdo oocitaria
(ITOH et al., 2002; SIROTKIN et al., 2000). Satrapa et al. (2013) demonstraram que
oocitos de vacas Nelore apresentam uma maior biodisponibilidade do IGF em
comparagdo a oocitos de vacas Holandesas.

Adicionado ao meio de maturagdo, o IGF-I apresenta um efeito termoprotetor
em oo6citos bovinos submetidos ao estresse térmico, melhorando a qualidade e
competéncia oocitarias (LIMA, 2012; ISPADA et al., 2010 e 2011; RODRIGUES,
2013). A adigdo de 100 ng/ml de IGF-I ao meio de maturagdo tornou a maturagdo
nuclear mais rapida em odcitos bovinos (LORENZO et al., 1994; SAKAGUCHI et al.,
2002).

Por serem considerados antioxidantes e poderosos captadores de radicais livres
(ADRIAENS et al.,, 2006; KANG et al., 2009), a melatonina e seus metabolitos
apresentam um efeito multifatorial nos animais, modulando a reproducdo (REITER,

1991), a gestagdo e o parto (TAMURA et al., 2008a,b). Cebrian-Serrano et al. (2013)
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constataram que 10*M de melatonina adicionada ao meio de maturagdo atenuou os
efeitos nocivos do estresse oxidativo e dos altos niveis de EROs em odcitos causados
pelo estresse térmico de 41,5 °C durante a MIV quando comparado ao grupo controle
(MIV a 38,5 °C).

O emprego da melatonina em bovinos in vivo também ja foi relatado. Seu uso
sob a forma de implante subcutaneo (concentragdo de 216 mg) durante a estacdo quente
do ano também demonstrou eficicia em melhorar o desempenho reprodutivo bovino
(GARCIA-ISPIERTO et al., 2013). A sua utilizagdo diminuiu a sindrome de repeticao
de cio e as perdas gestacionais de vacas em lactacdo, sendo 0,36 e 0,19 vezes menores,
respectivamente, em relacdo aos animais ndo tratados com melatonina (GARCIA-
ISPIERTO et al., 2013).

Outros agentes antioxidantes ja foram utilizados em estudos para reverter os
efeitos deletérios do estresse térmico. O retinol (ou vitamina A) e seus metabdlitos sdo
reguladores do crescimento celular, da diferenciagio de muitos tipos de células
(HIDALGO et al., 2005) e possuem atividade captadora de EROs (IKEDA et al., 2005).
Devido a essa atividade antioxidante, Maya-Soriano et al. (2012) utilizaram o retinol
(1,43 pg/ml) no meio de maturagdo e demonstraram seu papel protetor na maturagio
nuclear de odcitos sob estresse térmico in vitro de 41,5 °C. Quando adicionado ao meio,
0s odcitos estressados termicamente mostraram uma alta porcentagem de maturagdo
nuclear correta (alcangaram o estddio de MII) em relagdo aos odcitos estressados
termicamente sem retinol no meio de maturagao. Lawrence et al. (2004) demonstraram
que o retinol adicionado ao meio de MIV melhorou a competéncia de odcitos
comprometidos pelo estresse térmico. O desenvolvimento embrionario de odcitos
maturados a 41 °C (nas primeiras 12 horas de MIV), com 5 pM de retinol foi
semelhante aqueles maturados a 38 °C com ou sem retinol adicionado ao meio de MIV

(LAWRENCE et al., 2004).

4.6.5 Alteracoes celulares na maturacao oocitaria in vitro

A diminui¢do da func¢do do odcito induzida pelo estresse térmico ocorre devido a
uma série de alteragdes celulares que afetam os compartimentos citoplasmaticos e
nucleares dos o6citos bovinos (PAULA-LOPES et al., 2012).

Entre as alteragdes citoplasmaticas induzidas pelas altas temperaturas esta a

reducdo na sintese protéica. A exposi¢do de odcitos a temperatura de 41 °C durante as
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12 primeiras horas da MIV diminui a quantidade de HSP70 (proteina do estresse
térmico) e das proteinas intracelulares totais sintetizadas pelo gameta (EDWARD e
HANSEN, 1997). Além disso, ocorre uma maior porcentagem de redugdo na sintese de
proteinas em odcitos desnudados quando comparados aqueles com cumulus intacto,
ambos submetidos as temperaturas de 41 e 42 °C durante a MIV (EDWARD e
HANSEN, 1996; EDWARD e HANSEN, 1997). E possivel que as células do cumulus
transfiram elementos como aminoacidos e/ou precursores de antioxidantes para o oocito
através das jungoes gap, promovendo assim um efeito termoprotetor sobre essa célula
(EDWARD e HANSEN, 1997).

Os elementos do citoesqueleto, microtubulos e microfilamentos, tem suas
estruturas e organizagdes alteradas pelas altas temperaturas. Estas alteracdes
comprometem o transporte e distribuicdo de organelas citoplasmaticas, bem como a
separagdo dos cromossomos durante a fertilizagdo e clivagem (TSENG et al., 2004; JU
et al., 2005).

Odcitos submetidos ao estresse térmico de 41 °C nas 12 primerias horas de MIV,
se mantiveram em MI, exibiram fusos anormais, com formas arredondadas, além de
alguns cromossomos desalinhados, desorganizados e amorfos (ROTH e HANSEN,
2005). O mesmo aconteceu aos fusos meiodticos de oocitos submetidos ao estresse de
41,5 °C durante as primeiras 4 horas de MIV que alcangaram o estadio de MII (TSENG
et al., 2004). Além disso, esses odcitos apresentaram auséncia completa ou grande
condensagdo da cromatina (TSENG et al., 2004).

Mudancas na morfologia e tamanho do fuso meidtico indicam que o estresse
térmico afeta a polimerizagdo e despolimerizagdo dos microtibulos. As alteragdes nos
microtubulos do fuso provavelmente contribuem para segregacdo incorreta dos
cromossomos durante a fertilizacdo e clivagem embrionaria (TSENG et al., 2004; JU et
al., 2005). O estresse térmico de 41 °C por 14 horas durante a MIV em od6citos bovinos
alterou a organizacdo dos microtibulos na placa metafésica e reduziu a organizagdo dos
filamentos de actina na regido cortical do o6cito (RODRIGUES, 2013). O anel de actina
pericelular e o processo trans-zonal da actina foram diminuidos em o6citos maturados in
vitro a 41°C (ROTH e HANSEN, 2005) e a 41,5 °C (TSENG et al., 2004), ¢ também
apresentaram uma conformag¢do mais dispersa no citoplasma (TSENG et al., 2004; ROTH
e HANSEN, 2005).

As alteracdes no citoesqueleto induzidas pelo estresse térmico também

comprometem a translocacdo dos granulos corticais para a regido abaixo da membrana



58

plasmatica do odcito durante a maturacao (WESSEL et al., 2002). O estresse durante o
periodo final de maturacdo (41,5 °C no periodo de 18 a 21 h da MIV) de odcitos
bovinos resultou na perda da camada continua dos granulos corticais (ANDREU-
VAZQUEZ et al., 2010; MAYA-SORIANO, 2013). A exposi¢cdo de obcitos a um
estresse térmico de 41°C por 12 ou 24 horas aumentou a quantidade de oocitos que
apresentavam granulos corticais dispersos em monocamadas na regido cortical do o6cito
sugerindo que a alta temperatura durante a MIV tenha acelerado a maturacdo
citoplasmatica (EDWARDS et al., 2005). Em odcitos de camundongos a porcentagem
de oocitos com migracdo incompleta dos granulos corticais apos a MIV foi
significativamente maior em odcitos maturados a 40°C do que a 37°C (WANG et al,,
2009b).

O estresse térmico durante a MIV causa um aumento da produgdo de EROs que
desencadeiam a transicdo da permeabilidade mitocondrial (TPM) e subsequente
apoptose (WANG et al., 2009b), além do bloqueio da sintese de ATP (THOUAS et al.,
2006). A exposicdo de odcitos bovinos a temperaturas de estresse térmico durante a
MIV reduziu a atividade mitocondrial e aumentou as concentracdes de EROs
intracelulares e a propor¢do de odcitos TUNEL-positivos (ISPADA et al., 2011;
NABENISHI et al., 2012).

Ha evidéncias de que o citoplasma oocitario ¢ mais susceptivel aos efeitos
adversos das temperaturas elevadas do que o nucleo (SHEN et al., 2010). Estudos de
transferéncia nuclear em odcitos Bos taurus indicus e Bos taurus taurus indicaram que a
exposicdo do nucleo da célula doadora ao estresse térmico ndo afetou o
desenvolvimento embrionario em Bos taurus indicus € nem em Bos taurus taurus. No
entanto, exposicdo do ooplasma receptor ao estresse térmico diminuiu capacidade de
desenvolvimento de odcitos Bos taurus taurus, indicando uma maior sensibilidade dessa
subespécie a alta temperatura (SHEN et al., 2010).

Estudos in vitro demonstraram a susceptibilidade nuclear oocitaria aos efeitos
diretos da temperatura elevada. Odcitos maturados a 41 °C apresentaram menor
proporcao de progressao para MII depois da MIV, ficando bloqueados em MI (LENZ et
al.,, 1983; ROTH ¢ HANSEN, 2005; PAULA-LOPES et al., 2008). Somado a essas
alteracdes na progressdo meiodtica esta a fragmentagdo do DNA, caracteristica de
apoptose. A apoptose induzida pelo estresse térmico tem sido bem documentada em
odcitos bovinos expostos a elevadas temperaturas durante a maturagdo. A exposigdo de

odcitos ao estresse térmico durante a MIV aumentou a proporcao de odcitos com alta
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atividade enzimatica das caspases do Grupo II (por exemplo, caspases 2, 3, ¢ 7) ¢ as

reacdes TUNEL-positivas (ROTH; e HANSEN, 2004a,b; ISPADA et al., 2011).

4.6.6 Alteracoes moleculares transcricionais no oécito

O estresse térmico desencadeia um programa complexo de expressdo génica e de
respostas bioquimicas adaptativas em varios tipos celulares nos mamiferos (OHNISHI
et al., 1996; DIAMOND et al., 1999; SONNA et al., 2002). Entretanto, as alteragdes na
transcricdo de genes envolvidos no desenvolvimento do oocito e do embrido bovino,
induzidas pela temperatura elevada, ndo estdo bem esclarecidas e vem sendo estudadas
nesses ultimos anos.

Nao existem muitas informagoes disponiveis na literatura sobre alteragdes da
expressdo génica induzidas pelo estresse térmico durante a maturagdo oocitaria. Os
trabalhos enfatizam os efeitos moleculares do estresse térmico no periodo em que o
RNA esta sendo transcrito e acumulado (estadio de VG). Camargo et al. (2007)
analisaram a abundancia na expressdo do gene HSP70 (heat shock protein 70: indicador
de estresse em mamiferos) em odcitos imaturos de vacas da raga Gir e da raga
Holandesa durante o verdo no Brasil. Oodcitos de vacas Holandesas apresentaram
maiores niveis de expressdo de HSP70 do que oocitos de vacas Gir, sugerindo que estes
oocitos de Holandesas estavam sob maior estresse do que os da outra raca (CAMARGO
et al., 2007). Em outro estudo, odcitos de vacas Holandesas coletados durante o verao
em Israel (estresse térmico in vivo) tiveram menores niveis de RNAm de genes
relacionados a maturagdo meidtica (MOS - Moloney sarcoma oncogene), crescimento e
diferenciagao celular, (GDF9 - fator de crescimento diferencial 9) e desenvolvimento
embrionario (POUSFI - Classe 5 de dominio POU fator de transcrigdo 1; GAPDH -
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) apos a MIV quando comparados aos odcitos
coletados no inverno, indicando um efeito deletério das altas temperaturas na
competéncia oocitaria a nivel molecular (GENDELMAN e ROTH, 2012a). O mesmo
resultado também foi observado in vitro, em odcitos bloqueados em VG submetidos ao
estresse de 41,2 °C durante 16 horas (GENDELMAN e ROTH, 2012b).

Além disso, as altera¢des de expressdo génica induzidas pelo estresse térmico in
vitro durante a matura¢do oocitaria afetam os embrides produzidos apos a fertlizagéo.
Um estudo demonstrou que odcitos submetidos ao estresse térmico durante a MIV ndo

apresentaram alteracdes na abundancia de transcritos relacionados ao crescimento e
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diferenciagdo celular e a poliadenila¢do (GDF9; BMP15 — proteina morfogenética 6ssea
15; CCNBI — ciclina B1; e PAP — polimerase poli(A)) quando comparados aos odcitos
ndo estressados (PAYTON et al., 2011). Em contrapartida, os blastocistos originados
desses oocitos demonstraram menor abundancia relativa dos mesmos transcritos quando
comparados a blastocistos produzidos a partir de oo6citos nao estressados (PAYTON et
al., 2011). Essas diferengas moleculares em embrides oriundos de odcitos estressados
evidenciam a importancia de minimizar a exposi¢do ao estresse térmico durante a
maturacdo meidtica, a fim de obter embrides competentes no seu desenvolvimento
(PAYTON etal., 2011).

As alteracdes induzidas pelas altas temperaturas em o6citos podem também ser
influenciadas pelas células do cumulus, que estdo intimamente associadas ao odcito e,
diferente dele, sdo transcricionalmente ativas durante a maturacdo (REGASSA et al.,
2011). Essas células sdo essenciais para a progressao da MII e para a aquisi¢do da
competéncia embriondria (ZHANG et al., 1995, GESHI et al., 2000) e quando expostas
ao estresse térmico prejudicam o desenvolvimento do o6cito (YUAN et al., 2008; QIAO
et al.,, 2008). Uma analise de microarray demonstrou que a exposicdo de CCOs ao
estresse térmico durante as primeiras 12 horas de MIV reduziu a abundéncia de
transcritos do MMP9 (metalopeptidase da matrix 9) e aumentou a abundancia de
transcritos /HH (Indian hedgehog) em células do cumulus de bovinos em relagdo aos
maturados em termoneutralidade (RISPOLI et al., 2013). O gene MMPY esté associado
com a competéncia de desenvolvimento do odcito e, assim, € aceitavel propor que
algumas consequéncias negativas de estresse térmico no CCOs devem ser mediadas
através de perturbagdes que ocorram nas células do cumulus circundante (RISPOLI et
al., 2013). Em odcitos murinos, a sinalizacdo aumentada do Hedgehog resultou em uma

expansdo desorganizada das células do cumulus (REN et al., 2009).
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ABSTRACT

The deleterious effects of heat stress on oocyte developmental potential is
greater for Bos taurus taurus than to Bos taurus indicus oocytes. The present study
determined the transcriptome profile in Nelore and Holstein oocytes subjected heat
shock during in vitro maturation (IVM) as well as mRNA abundance of selected
candidate genes in Nelore and Holstein heat-shocked oocytes and cumulus cells.
Holstein and Nelore cows were subjected to ultrasound-guided follicle aspiration during
the cool season. Cumulus-oocyte complexes were assigned to control (38.5°C for 22
hours) and heat shock (41°C for 12 hours followed by 38.5°C for 10 hours) during [VM.
Denuded oocytes were subjected to Affymetrix bovine microarray analysis.
Transcriptome analysis demonstrated 127, 9 and 6 genes differentially expressed
between Breed, Temperature and Breed x Temperature interaction, respectively.
Selected differentially expressed genes were evaluated by RT-PCR in oocytes and
respective cumulus cells. There was a positive correlation between oocyte microarray
and RT-PCR fold change for the genes KIF34, CLDNI11, BIRC3, DAP, MTIE, CCT4,
DICERI and DENND3. In particular, the molecular motor K/F34 was up-regulated in
Holstein oocytes while the pro-apoptotic gene DAP and the membrane trafficking gene
DENND3 were down-regulated in Holstein oocytes as compared to Nelore. Nelore
cumulus cells showed increased transcript abundance for tight junction CLDN11 while
Holstein cumulus cells showed increased antioxidant MT/E transcript. Moreover, heat
shock down-regulated antioxidant MT/E mRNA expression in cumulus cells. In
conclusion, oocyte transcriptome analyses indicated a strong difference between breeds.

In contrast, both breed and temperature affected cumulus cells mRNA abundance.
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INTRODUCTION

Genetic divergences have been observed in animal breeds that had their
evolution on different environmental conditions. Bos taurus indicus animals are less
sensitive to deleterious effects of heat stress than Bos taurus taurus (Rocha et al. 1998;
Pereira et al. 2008). High environmental temperatures during the hot months of the year
reduce reproductive performance in cattle. Furthermore, the magnitude of the
deleterious effects of heat stress on fertility is more pronounced in high-producing dairy
cows because the high metabolic heat production associated with lactation can lead to
hyperthermia (Al-Katanani et al. 1999). Bos taurus indicus resitance to heat stress is
related to their thermoregulatory efficiency (Hammond et al. 1996; Gaughan et al.
1999; Hansen 2004) and cellular thermotolerance (Paula-Lopes et al. 2003; Hernandez-

Ceron et al. 2004; Eberhardt et al. 2009; Paula-Lopes et al. 2013).

Heat stress promotes a series of physiological and cellular alterations in different
tissues, compromising follicular growth (Wolfenson et al. 1995), hormonal secretion
(Roth et al. 2000), endometrial function (Malayer et al. 1988), uterine blood flow
(Roman-Ponce et al. 1978), preimplantation embryonic development (Putney et al.
1988; Rivera & Hansen 2001) as well as oocyte (Al-Katanani et al. 2002) and cumulus
cells (CCs) function (Rispoli et al. 2013). It has already been demonstrated that
exposure of bovine oocytes to high temperatures reduces fertilization (Roth & Hansen
2005) and oocyte developmental competence (Ju et al. 2005; Roth & Hansen 2005;
Paula-Lopes et al. 2008; Torres Jr. et al. 2008; Ferreira et al. 2011).

Heat-induced damage in bovine oocytes causes cytoplasmic changes such as
reduction in oocyte protein synthesis (Edwards & Hansen 1996), microfilaments and

microtubules disorganization (Roth & Hansen 2005; Rodrigues et al. 2012), changes in
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cortical granule redistribution (Maya-Soriano et al. 2013) and reduction on
mitochondrial activity (Paula-Lopes et al. 2013). Heat shock also affects nuclear events
reducing oocyte meiotic maturation (Roth & Hansen 2005) and inducing DNA
fragmentation (TUNEL-positive) (Roth & Hansen 2004). Moreover, high temperatures
affect oocyte quality at the molecular level. Exposure of germinal vesicle-stage (GV)
oocytes to seasonal heat stress increased heat shock protein 70 (HSP70) transcript
abundance. This heat-induced increase in HSP70) mRNA was greater for Holstein than
Gyr oocytes (Camargo et al. 2007). Seasonal heat stress also reduced oocyte relative
abundance of transcripts involved in oocyte maturation and preimplantation embryonic
development (Gendelman & Roth 2012). However, very little is known regarding the
effects of heat stress during oocyte maturation on gene expression. In one study,
exposure of bovine oocytes to heat shock during IVM did not affect oocyte mRNA
abundance of transcripts associated with oocyte maturation and heat shock response
(Payton et al. 2011).

The bovine oocyte is surrounded by layers of cumulus cells. The bi-directional
communication between the oocyte and its CCs plays an important role on oocyte
growth, metabolism (Haghighat & Van Winkle 1990) and maturation (Tanghe et al.
2002). Removal of CCs before IVM is detrimental to oocyte maturation in cattle (Fukui
& Sakuma 1980; Chian & Sirard 1995). Similarly, a reduction in CCs function may
affect both cell types. Exposure of cumulus-oocyte complexes (COCs) to heat shock
during IVM induced CCs DNA fragmentation (Nabenishi et al. 2012) and altered CCs
transcriptome profile (Rispoli et al. 2013).

Bovine early embryonic development is dependent on mRNA stored during
oocyte growth (Trouson et al. 2001); hence the importance of meticulous understanding

of the mechanisms by which heat stress compromises oocyte development. However,
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molecular mechanisms triggered by elevated temperature in bovine oocytes during
maturation are still unknown, as well as the determinant factors related to
thermotolerance between Bos taurus taurus and Bos taurus indicus.

Thus, the present study evaluated the hypothesis that differences in cellular
thermotolerance between Bos taurus indicus e Bos taurus taurus are due to differential
gene expression. Therefore, global gene expression profile was determined in Nelore
and Holstein oocytes subjected to heat shock during IVM. In addition, selected
candidate genes were also evaluated by RT-PCR in heat-shocked Nelore and Holstein

oocytes and its surrounding cumulus cells.

MATERIALS AND METHODS

Unless otherwise stated all reagents and medium were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Animals were managed according to the School of
Veterinary Medicine and Animal Sciences Bioethical Committee from University of

Sao Paulo (Sao Paulo, Brazil).

Experimental design

The experiment was designed as a 2 x 2 factorial to evaluate the effects of Breed
(Holstein and Nelore) and Temperature (38.5 and 41°C) on differential gene expression
of bovine oocytes and cumulus cells. Therefore, Holstein and Nelore cumulus-oocyte
complexes (COCs) were randomly assigned to control (38.5°C for 22 hours) and heat

shock (41°C for 12 hours followed by 38.5°C for 10 hours) treatments during [IVM.

Animals
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Non-lactating Holstein (n=13) and Nelore (n=14) cows located at the central-
east region of Sao Paulo State, Brazil, at 22 42” 30” S latitude, 47 38 30” W longitude
and 546 meters of height were maintained under the same management conditions,
including maintenance diet. One week before follicular aspiration, a data logger was
installed in the free stall to monitor environmental temperature (ET) and relative air
humidity (RH) each hour of the day during the whole experiment. Average ET and RH
were calculated to determine the Temperature and Humidity Index (THI) in order to
characterize environmental conditions (McDowell et al. 1976). According to Armstrong
(1994), a THI < 72 indicates absence of heat stress; THI=72-78 indicates mild or bland
stress; THI=79-88 indicates moderate heat stress and THI= 89-98 indicates severe heat
stress. Rectal temperature (RT) and respiratory rate (RR) of each animal were also

measured during follicular aspiration.

Oocyte collection and classification of cumulus-oocyte complexes

Ovum pick up (OPU; n=12) were performed during winter and spring (July to
November) seasons. The device used was an Aloka SSD-500 (Aloka, Tokyo, Japan)
ultrasound with a sector transducer of 5 MHZ adapted to an 18-G needle connected to a
sterile test tube and to a vacuum line (85 mmHg). Recovered COCs were transferred to
50 mL conical tubes containing 10 ml of phosphate buffered saline (PBS) supplemented
with 5 TU/mL heparin. Cumulus-oocyte complexes were transferred to 80 ul washing
media [TCM 199-HEPES supplemented with 10% (v/v) fetal bovine serum (FBS;
Gibco, Langley, OK, USA), 2 pg/mL pyruvate and 78 pg/mL amikacin sulfate] and
stored in cryotubes containing 400 pl transport media [TCM 199-HEPES supplemented
with 10 % (v/v) FBS, 22 pg/mL pyruvate, 78 pg/mL amikacin sulfate, 1 pg/mL follicle-

stimulating hormone (FSH; Foltropin; Bioniche CO., Belleville, ON, Canada) and 10
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IU/mL luteinizing hormone (LH; Lutropin-V; Bioniche CO., Belleville, ON, Canada)]
under mineral oil. The cryotubes were transported to the laboratory at 38.5°C in a

portable incubator.

In vitro maturation (IVM)

Oocytes classified as grade I, II and III containing one or more layers of compact
cumulus cells and homogeneous cytoplasm were used in the experiment (Bilodeau-
Goessels & Panich 2002). Groups of 1-10 COCs were transferred to 50 pl microdrops
of IVM medium [TCM 199 containing 10% (v/v) of FBS, 22 ug/mL pyruvate, 75
pg/mL gentamycin, 1 pg/mL FSH and 10 IU/mL LH] under mineral oil. At each OPU
(n=12) Holstein and Nelore COCs were randomly distributed into control (38.5°C for
22 hours) and heat shock (41°C for 12 hours followed by 38.5°C for 10 hours)
treatments during IVM in an atmosphere of 5% of CO, in humidified air. The total
number of COCs colleted for each treatment was: 302 Nelore control, 316 Nelore heat

shock, 102 Holstein control and 106 Holstein heat shock COCs.

Removal and storage of cumulus cells

After maturation, COCs were initially denuded by repeated pipetting in 100 ul
drops of calcium-magnesium free PBS. Oocytes were removed from the drop and
cumulus cells (n= 5 pools of cumulus cells in 100 ul per experimental group) were
stored at -80 °C until RT-PCR analysis. Parcially denuded oocytes were transfered to 50
ul microdrops containing 10.000 IU/ml hyaluronidase at 38°C for 3 to 7 minutes
followed by incubation in 50 pl microdrops containing 5 mg/ml protease for 5 to 10
seconds. Oocytes were washed in 50 pl microdrops calcium-magnesium free PBS

containing 5% (v/v) FBS for protease inactivation and washed 3 times in 50 pl
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microdrops of calcium-magnesium free PBS. Oocytes (n= 3 pools of 25 oocytes per

experimental group) were stored at -80°C until microarray and RT-PCR analysis.

RNA Extraction, amplification and concentration

Oocytes and cumulus cells total RNA was extracted with RNeasy Mini Kit and
RNeasy Micro Kit, repectively, (Qiagen, Mississauga, ON, Canada) as recommended
by the manufacturer (Caixeta et al. 2009). Oocyte total RNA quality and yield was
determined by Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies Inc, Santa Clara, CA, USA)
with RNA 6000 Pico LabChip Kit and NanoDrop spectrophotometer (NanoDrop ND-
2000 UV-Vis Spectrophotometer, NanoDrop Technologies). In order to obtain 100 ng
RNA (33, 33 ng/ul RNA) from oocyte pools, samples were amplified using
MessageAmp II aRNA Amplification Kit (Ambion, Carlsbad, CA, USA) as
recommended by the manufacturer. Briefly, samples were submitted to reverse
transcription process, synthesis of double-strand complementary DNA (¢cDNA) and in
vitro transcription for amplified RNA (aRNA) synthesis. Samples that did not reach the
desired concentration were further concentrated (Concentrator 5301, Eppendorf) for
short intervals of 5 and 10 minutes, during 40 minutes, at room temperature. For
cumulus cells, extracted RNA was quantified in NanoDrop spectrophotometer and

stored at -80 °C.

Oocyte microarray analysis

Aliquots of 100 ng RNA were submitted to reverse transcription reaction for
cDNA double-strand formation. cDNA was used as template for in vitro transcription
reaction resulting in biotin-labeled amplified RNA (aRNA). Then, aRNA was

fragmented using 3’IVT Express Kit (Affymetrix, Inc.; Santa Clara, CA, USA) and
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submitted to hybridization using GeneChip Bovine Array (Affymetrix) as recommended
by the manufacturer. GeneChips were scanned using a GeneChip Scanner 3000 7G
(Affymetrix). A total of 75 oocytes/treatment (n= 3 pools of 25 oocytes per

experimental group) were submitted to microarray analysis.

Oocyte real-time PCR

Following microarray, 8 genes were selected for validation by RT-PCR (Table
1). Primers for kinesin family member 3A (KIF3A4), claudin 11 (CLDNI1), baculoviral
IAP repeat-containing 3 (BIRC3), death-associated protein (DAP), metallothionein 1E
(MTIE), chaperonin containing TCP1, subunit 4 (CCT4), dicer 1, ribonuclease type III
(DICERI) and DENN/MADD domain containing 3 (DENND3) were designed from
sequences available in the GenBank database. Selected primers were synthesized by
Integrated DNA Technologies (IDT, Inc., Coralville, IA, USA). Nucleotide sequences
and annealing temperature of selected forward and reverse primers are presented in
Table 2. Amplified RNA from the samples submitted to microarray was reverse
transcribed using OligodT primer and SuperScript III (Applied Biosystems). Expression
of target genes was investigated using Power SybrGreen detection system (Applied
Biosystems) for Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Initial
RT-PCR analysis investigated genes affected by Temperature, Breed and Breed x
Temperature interaction using 75 oocytes/treatment (n= 3 pools of 25 oocytes per
experimental group). The RefFinder program (http://www.leonxie.com) was used to
determine the best oocyte reference gene. For these samples beta-actin (ACTB) was
chosen as the more appropriate reference gene among ribosomal protein L15 (RPL135),
ribosomal protein L30 (RPL30) and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) genes.
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Cumulus cell real-time PCR

Cumulus cells RT-PCR was conducted for the same genes and primers
previously described for oocyte RT-PCR (Table 2). Total RNA (100 ng/sample) was
reverse transcribed using OligodT primer and SuperScript 111 (Applied Biosystems).
Expression of target genes was investigated using Power SybrGreen detection system
(Applied Biosystems) for Step One Plus Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
The RefFinder program was used to determine the best cumulus cells reference gene.
For these samples RPL3( was chosen as the more appropriate one among RPL15, ACTB

and peptidylprolyl isomerase A (PPIA).

Statistical analysis

Environmental temperature, relative humidity, respiration rate, rectal
temperature and THI data were analyzed by least-squares analysis of variance
(ANOVA) using the General Linear Models procedure of SAS (SAS for Windows,
version 9.0; SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA). Differences between individual means
were further analyzed by completing pair-wise comparisons (probability of difference
analysis; SAS Institute, Inc.).

Microarray data analysis was performed using FlexArray 1.6.1.1 (Michal
Blazejczyk, MathieuMiron, Robert Nadon (2007). FlexArray: A statistical data analysis
software for gene expression microarrays. Genome Quebec, Montreal, Canada, URL
http://genomequebec.mcgill.ca/FlexArray). Data were subjected to a simple background
correction, normalized within and between each array, and statistically analyzed through
the use of linear models for microarray data analysis (LIMMA) (Smyth 2005). Further
analyses were performed using affy program package developed with R language

(Gautier et al. 2004). For that probeset intensity row data for each probe was
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determined, followed by background subtraction, normalization between arrays and
mean probeset intensity from each transcript represents its final intensity. Genes with
fold change of at least 1.5 and a probability of P< 0.05 were considered differentially
expressed in both analyzes.

Pearson’s correlation was calculated between oocyte microarray and RT-PCR
fold changes using GraphPan Prism 6 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).
For further oocyte and cumulus cells RT-PCR analysis, the relative expression of each
target gene was calculated using the AACt method. Amplification efficiency correction
was determined using the equation described by Pfaffl (Pfaffl 2001). Average efficiency
values for each gene were calculated by the LinRegPCR software (Ramakers et al.
2003). Oocyte data was submitted to ANOVA using the JMP software version 7.0 (SAS
Institute, Inc., Cary, NC, USA). Cumulus cell data were submitted to ANOVA using the
General Linear Models procedure of SAS (SAS for Windows, version 9.0; SAS
Institute, Inc., Cary, NC, USA). Logarithmic or square root transformation was applied
to obtain a normal distribution whenever necessary. The model included the main

effects Breed, Temperature and Breed x Temperature interaction.

RESULTS

Environmental parameters

Environmental temperature (°C) and RH (%) were measured each hour during
the entire OPU period to determine animal confort (supplementary Figure 1).
Environmental temperature varied from 28.0 = 0.28°C (maximum) to 16.9 + 0.29°C
(minimum). It was lower (P< 0.0001) in the morning (19.21+ 0.73°C) than the evening

(25 £ 0.73°C). Relative humidity varied from 77.4 = 1.30% (maximum) to 44.8 £ 1.29%
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(minimum). It was lower (P< 0.0001) in the evening (52.77 £ 2.10% RH) than the
morning (71.09 + 2.10% RH). The THI ranged from 58 +0.72 to 76 + 0.72 with a mean
of 68 £ 0.40 between days of study (OPU). According to Armstrong (1994) THI
indicated that animals remained in the absence of heat stress during the majority of the
study. A mild environmental stress was observed in thirteen random days in September

(supplementary Figure 2).

Physiological parameters

Rectal temperature and respiration rate differed between breeds. Rectal
temperature was higher (P< 0.05) for Nelore (38.4 &+ 0.04°C) than Holstein cows (38.2 +
0.05°C; supplementary Figure 3A). However, respiration rate was higher (P< 0.05) for
Holstein (30.0 £ 0.49 mpm) than Nelore cows (28.0 £+ 0.44 mpm; supplementary Figure
3B). Eventhough, rectal temperature and respiration rate differed between breeds these
parameters were within the physiological range for these species (Carvalho et al. 1995;

Du Preez 2000).

Transcriptome analysis

The Venn diagram illustrates global gene expression profile in Holstein and
Nelore oocytes subjected to heat shock (Figure 1). Oocyte microarray revealed 127
genes affected by Breed (Table 3), 9 genes affected by Temperature (Table 4) and 6
genes affected by Breed x Temperature interaction (Table 5; Fold change > 1.5; P<
0.05). Among these genes 82 were up-regulated and 45 were down-regulated in
Holstein as compared to Nelore oocytes (Table 3). Moreover, 3 genes were up-regulated
and 6 were down-regulated in heat-shocked oocytes as compared to control (Table 4).

Furher analysis indicated that CCT4 gene was up-regulated in Holstein heat-shocked
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oocytes as compared to Holstein control oocytes, DICERI gene was up-regulated in
Holstein heat-shocked oocytes as compared to Nelore heat-shocked oocytes and ACOX1
gene was up-regulated in Holstein heat-shocked oocytes as compared to both Holstein
control oocytes and Nelore heat-shocked oocytes (Table 6). OSMR gene was up-
regulated in Nelore heat-shocked oocytes in relation to Holstein heat-shocked oocytes
while DENND3 was up-regulated in Nelore control oocytes as compared to Holstein

control (Table 6).

Functional classification

Functional analysis was performed by Ingenuity Pathways Analysis (IPA —
Ingenuity Systems, www.ingenuity.com) and DAVID Bioinformatics Database software
(www.david.abce.nciferf.gov). Genes differently expressed (P< 0.05) between the
Holstein and Nelore oocytes were involved in important biological functions such as
tissue morphology (CLDN11, CLDN23 and ATP2CI), embryonic development (K/F34
and AKAPI12), organismal development (ENPP2 and ERCC6), tissue development
(SIRTI and ITPA), cellular development (DICERI and PPIA) and cell death and
survival (BIRC3 and DAP) (Figure 2). Gene expression profile differently expressed
(P< 0.05) between control and heat-shocked oocytes involved cellular compromise
(ACOXI and MTIE), cell cycle (MTIE), developmental disorder (SF3B4 and ACOX1),
lipid metabolism (4COXT), molecular transport (ACOX1 and MTIE), energy production
(ACOXI), free radical scavenging (MTIE) e cellular assembly and organization
(ACOX1 and COROIC) (Figure 2). Breed and temperature interaction also indicated
significant main biological processes (P< 0.05) such as cell cycle (DICERI), cell
morphology (OSMR), cellular assembly, organization and compromise (ACOXI and

DICER]), cellular development (OSMR and DICER]), lipid metabolism (4ACOX1), post-
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translational modification and protein fold (CCT4) and protein catabolism (DENND3)

(Figure 2). Gene terminology is described on Tables 3, 4 and 5.

Oocyte real-time PCR

Real-time PCR was conducted to validate genes affected by Breed (KIF3A4,
CLDNI11, BIRC3 and DAP), Temperature (MT1E) and Breed x Temperature interaction
(CCT4, DICERI and DENND3) in bovine oocytes. Initial analysis showed that
microarray and RT-PCR fold change had a Pearson’s correlation coefficient of r= 0.78
(P= 0.02; Figure 3). This indicated that the differential level of expression for the
transcripts KIF34, CLDNI1, BIRC3, DAP, MTIE, CCT4 and DENND3 detected in both
microarray and RT-PCR experiment were highly correlated (Figure 3). However,
further analysis confirmed expression of 25% of selected genes in oocytes (2/8; Figures
4 and 5). The relative mRNA abundance for the molecular motor K/F34 was higher (P<
0.05; Figure 4A) for Holstein than Nelore oocytes. On contrast, DAP (P< 0.05; Figure
4A) and DENND3 (P< 0.001; Figure 5) relative mRNA abundance was higher for
Nelore than Holstein oocytes. For the other genes evaluated there was no effect of
Breed (CLDN11 and BIRC3), Temperature (MTIE) or Breed x Temperature interaction

(CCT4, DICERI and DENND3).

Cumulus cell Real-time PCR

Cumulus cells CLDN11 expression was affected by Breed. The relative CLDNI 1
mRNA abundance was higher (P= 0.06; Figures 6A) for Nelore than Holstein CCs.
MTIE expression was affected by Breed (P< 0.05) and Temperature (P< 0.05). The
relative MTIE mRNA abundance was higher (P< 0.05; Figure 6A) for Holstein than

Nelore CCs. Moreover, exposure of COCs to heat shock decreased (P< 0.05; Figure 6B)
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CCs MTIE mRNA expression. There was no effect of Breed, Temperature and Breed x
Temperature interaction for KIF3A, BIRC3, DAP, CCT4 and DICERI relative mRNA

abundance in CCs (Figures 6). DENND3 mRNA was not expressed in these cells.

DISCUSSION

High environmental temperature cause great economic impact on cattle production
worldwide. The present study analyzed global changes in gene expression in Bos taurus
taurus and Bos taurus indicus oocytes subjected to heat shock and the relative
abundance of candidate genes in their cumulus cells. This was the first study evaluating
the molecular mechanisms by which temperature and genotype affects oocyte and
cumulus cells function leading to significant reproductive losses.

Environmental and physiological parameters were monitored to determine
animal thermal comfort throughout the experiment. Environmental temperature and RH
varied from 16.9 to 28.0°C and 44.8 to 77.4%, respectively. Bos taurus taurus and Bos
taurus indicus critical temperatures are 27 and 35°C, respectively (Curtis, 1981). Thus,
hyperthermia in Bos taurus taurus cows can occur at temperatures above 27°C (Berman
et al. 1985; Hansen et al. 2001). Despite the fact that in the present study maximum air
temperature was borderline, there was an inverse relationship between ET and RH
promoting evaporative heat loss, thermoregulation and maintenance of normothermia.
Moreover, the THI indicated that animals remained in the absence of heat stress during
the majority of the study (Armstrong, 1994). The THI ranged from 58 to 76. It has been
reported that THI> 72 is indicative of mild stress for lactating Bos faurus taurus cows
(Armstrong, 1994). However, females used in the present study were not lactating,

which reduces endogenous heat production leading to thermal comfort (Sartori et al.
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2004; Wiltbank et al. 2006). This fact was confirmed by animals respiration rate and
rectal temperature that were typical of thermoneutrality (Dunlap & Vicent 1971; Rhoads
et al. 2009).

Expression of the microtubule-dependent molecular motor KI/F34 was up-
regulated in Holstein oocytes as compared to Nelore. KIF34 protein has been localized
to the spindle microtubules and around the cellular cortex of Hela cells (Haraguchi et al.
2006). This member of the kinesins superfamily uses energy derived from ATP
hydrolysis to promote unidirectional transport of organelles along the microtubules
(Yamazaki et al. 1996; Marszalek & Goldstein 2000) and completion of cytokinesis.
Kinesins allow vesicle and organelle transport (Takeda et al. 2000), positioning of
nuclei, and proper segregation of genetic material (Shimizu et al. 1998). Therefore, the
role of KIF34 on spindle formation and maintenance of accurate chromosomal
segregation implies an important function for this gene on progression of meiosis in
Holstein oocytes. However, there is also evidence that increased KIF34 expression may
not be associated to greater cellular function. Indeed, regeneration of rat ganglionar cells
only occurred at low levels of Kif3a mRNA expression (Takemura et al. 1996).

There is accumulating evidence that the mammalian cytoskeleton is susceptible
to extremes of temperature. It has been shown that exposure of oocytes to heat shock (Ju
& Tseng 2004; Paula-Lopes et al. 2012) as well as cryopreservation (Chen et al. 2003;
Wu et al. 2006) compromises cytoskeleton architecture leading to spindle microtubule
and actin filament disorganization. In the current study exposure of Nelore and Holstein
oocytes to a physiologically relevant heat shock of 41°C for the first 12h IVM did not
affect the microtubule-dependent molecular motor K/F34 mRNA expression. Such
stress was not severe enough to induce K/F34 change in transcript abundance during

oocyte maturation. Indeed, more severe stress such as cryopreservation caused K/F34
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down-regulation in human MII oocytes (Monzo et al. 2012). Even though the effects of
temperature on cytoskeleton organization have been well characterized in bovine
oocytes (Roth & Hansen 2004; Rodrigues et al. 2012) little has been shown regarding
its effect on cytoskeleton-associated transcript expression.

Death-associated protein transcript has not been previously described in bovine
oocytes. This cytoplasmic protein plays a role as a positive mediator of apoptosis
(activated by interferon-gamma; Deiss et al. 1995). In the current study DAP transcript
was up-regulated in Nelore as compared to Holstein oocytes. While high DAP
expression in MII Nelore oocytes may be indicative of reduced oocyte viability this
scenario can be modified following fertilization. As the fertilized embryo progresses
through development the ability to activate the apoptotic cascade in response to stress is
an adaptative response that facilitates survival after heat shock (Paula-Lopes & Hansen
2002). Thus, increased DAP expression may allow better embryonic response to cellular
stress. Indeed, there is evidence that Brahman embryos are more resistant to elevated
temperature than Angus and Holstein embryos (Paula-Lopes et al. 2003). Moreover, as
the embryo reaches the blastocyst stage DAP transcript expression did not differ
between in Simmental (Bos taurus taurus) and Nelore (Bos taurus indicus) embryos
(Sudano et al. 2013).

Nelore and Holstein oocyte transcriptome analysis demonstrated that the
molecular motor K/F34 and the pro-apoptotic DAP genes were differentially expressed
between breeds. Even though such breed difference occurred independent of
temperature, these genes encode important proteins associated with cellular events
highly susceptible to heat shock (Roth & Hansen 2004; Ju et al. 2005; Roth & Hansen
2005) such as oocyte nuclear maturation (Lenz ef al. 1983; Roth & Hansen 2005; Paula-

Lopes et al. 2008), cytoskeleton organization (Roth & Hansen 2005) and apoptosis
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(Roth & Hansen 2004; Ispada er al. 2010; Lima et al. 2010). Interestingly, while
Holstein oocytes are known to be susceptible to heat stress (Rocha et al. 1998), KIF34
transcript, that favors cellular survival and homeostasis, was more abundant in Holstein
than Nelore oocytes. It is possible that Holstein oocytes have a lower stress baseline so
that exposure to the IVM system triggered earlier changes in oocyte mRNA expression
as compared to Nelore. Another possibility is that Holstein oocyte deficiency on cellular
protection against heat stress occurs at post-transcriptional or protein level rather than
transcript regulation

Another gene differentially expressed between Holstein and Nelore oocytes was
DENND3. The DENN domain is an evolutionarily conserved protein but little has been
shown regarding its functional roles. DENN domains interact directly with members of
the Rab family of small GTPases and function enzymatically as Rab-specific guanine
nucleotide exchange factors (Yoshimura et al. 2010). RabGTPases plays a role on
membrane trafficking, cell growth and differentiation (Schwartz et al. 2008). Dennd3
act as regulator of Rab12 function (Matsui & Fukuda 2011), which controls transferrin
receptor degradation and recycling (Dautry-Varsat et al. 1983; Matsui et al. 2011).
Transferrin receptor, a regulator of intracellular iron homeostasis, has been shown in
baboon oocytes (Burch et al. 2009). While iron supplementation during [IVM of bovine
oocytes increased blastocyst development and survival (Gao et al. 2007), it can also
catalyze hydroxyl radical formation amplifying oxidative damage (Asano 2012). Excess
iron also induced transferring receptor degradation at lysosomes, a mechanism that is
required for iron homeostasis in mammalian cells (Tachiyama et al. 2011). Therefore,
high DENND3 mRNA abundance suggests that Nelore oocytes are better able to control

iron balance, avoiding oxidative stress and defects on nuclear events during [IVM.
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The positive correlation between fold change values for microarray and RT-PCR
validation indicated high similarity on transcriptional gene expression profile between
these two techniques. Among the eight genes evaluated, seven had their expression
directly proportional between microarray and RT-PCR results. Despite this high
correlation, a more conservative analysis indicated that only two of the eight genes had
statistical significance for RT-PCR validation. This possible discrepancy may be due to
the number of replicas used. Even though it has been demonstrated that an experiment
should ideally encompass at least three independent biological replicates for each
treatment (Udvardi et al. 2008), it is possible that this was not the case for the current
RT-PCR study. A larger number of replicas may promote greater homogeneity between
samples potentially increasing the proportion of validated genes. However, considering
the implications of an OPU and microarray experiment, three biological replicates has
been used as a standard number for other microarray studies reported in the literature
(Tesfaye et al. 2009; Grado-Ahuir ef al. 2011; Dias et al. 2013)

Considering the importance of CCs on oocyte competence (Buccione et al.
1990) the current study broad the investigation of oocyte differentially expressed genes
to its surrounding CCs. Tight junction claudin (CLDNI1) expression was higher in
Nelore than Holstein CCs. In the bovine, several genes from the claudin family have
been identified in granulosa cells of atresic follicles (CLDNI, CLDNS5, CLDNII)
suggesting that this protein family exerts a modulatory role on atresic follicle apoptotic
cascade (Hatzirodos et al. 2014). Even though the modulatory action of claudins on the
apoptotic cascade has not been shown there is evidence that CLDNI had an anti-
apoptotic action in tumor cells (Akasaka et al. 2010).

Differences in antral follicle population between Bos taurus taurus and Bos

taurus indicus animals have been well demonstrated. At each follicular wave, the
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number of small antral follicles detected has been shown to be greater for Bos taurus
indicus than Bos taurus taurus cattle (Alvarez et al. 2000; Sartori et al. 2010).
Therefore, increased tight junction CDLNI11 mRNA expression in Nelore follicular cells
may be involved antral follicle formation. There is evidence that CLDNI1 plays a role
on cellular migration (Bronstein ef al. 2000; Aravindakshan et al. 2006) and
proliferation (Bronstein et al. 2000). Moreover, antrum formation requires granulosa
cell migration relative to each other to allow fluid accumulation as well as cell-cell
junction remodeling (Rodgers & Irving-Rodgers 2010).

Heat stress increases reactive oxygen species (ROS) production in bovine
oocytes and the percentage of CCs TUNEL-positive (Nabenish et a/. 2012). Cumulus
cells have a critical role protecting oocytes against oxidative stress-induced apoptosis
during IVM (Tatemoto et al. 2000) and fertilization (Fatehi ez al. 2005). Cumulus cells
endogenous antioxidant networks acts through gap junction communication reducing
ROS toxicity (Yoshida 1993; Cetica et al. 2001). Exposure of bovine COCs to heat
shock during IVM down-regulated M7/E mRNA in CCs. Similarly, this transcript was
also reduced in Nelore CCs as compared to Holstein. Metallothionein-1E protein shows
antioxidant activity (Zhou & Kang 2000; Chung et al. 2006) acting as a free radical
scavenger for hydrogen peroxide, superoxide and hydroxyl radical (Sato & Bremer
1993; Babula ef al. 2012). Reduced MT1E mRNA abundance in CCs may occur due to
increased protein synthesis leading to both CCs and oocyte cellular protection. For
example, reduced MTIE expression in heat-shocked oocytes suggests greater mRNA
usage during heat shock. However, one should be cautious because MTI/E mRNA
undergo post transcriptional regulation (Gurel et al. 2005) so that mRNA abundance

does not always correlate with protein synthesis (Vasconcelos et al. 2002).
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Exposure of Holstein and Nelore COCs to 41°Cduring IVM did not affect CCs
KIF3A4, BIRC3, DAP, CCT4, and DICERI mRNAs expression. This result is in
agreement with the microarray study conducted by Rispoli ez al. (2013). In this study
expression of these genes in CCs derived from Holstein COCs subjected to 41°C during
IVM were also not affected by temperature (Rispoli et al. 2013). There is evidence that
human BIRC3 and DAP mRNAs had their expression down-regulated in CCs from
polycystic ovary patients (Haouzi et al. 2012).

In conclusion, global changes in gene expression in Nelore and Holstein
oocytes subjected to heat shock indicated a strong difference between breeds. Such
differences were not regulated by temperature. The molecules regulated by oocyte breed
were mostly involved in cellular organization and cell death. In contrast, breed and
temperature acted to alter CCs expression of molecules involved in cellular organization
and oxidative stress. It is suggested that Bos taurus indicus deficiency in cellular

protection against heat stress is also regulated at post-transcriptional and protein level.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Venn Diagram illustrating genes differentially expressed between Breed (red -
127 genes), Temperature (blue - 9 genes) and Breed x Temperature interaction (green -

6 genes). Intersections indicate commun genes.

Figure 2. Biological processes from oocyte differentially expressed genes involved in
each of the following effects: Breed (A), Temperature (B) and Breed x Temperature

interaction (C). Data were obtained through /ngenuity Pathways Analysis software.

Figure 3. Quantification (fold change log;) of the mRNA profile in oocyte selected
genes. KIF34, CLDNI1, BIRC3 and DAP genes were differentially expressed between
Breed; MTIE gene was differentially expressed between Temperature; CCT4, DICERI
and DENND3 were differentially affected by Breed x Temperature interaction. Gray
bars represent the differential level of expression of transcripts detected in the
microarray study, while white bars represent the differential level of expression of the
same transcripts obtained by real-time PCR. Pearson’s correlation coefficient between

PCR and microarray fold change values is r = 0.7853 (P= 0.02).

Figure 4. Breed (Holstein and Nelore - A) and Temperature (control and heat shock -
B) effects on oocyte mRNA abundance of differentially expressed genes. Results are
least-squares means = SEM of 3 replicates using 75 oocytes per group. (*P< 0.05).

Gene names are described in Table 1.
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Figure 5. Breed x Temperature interaction effect on oocyte mRNA abundance of
differentially expressed genes. Results are least-squares means = SEM of 3 replicates
using 75 oocytes per group. Different superscripts above each bar indicate P< 0.001.

Gene names are described in Table 1. (HS: heat shock).

Figure 6. Breed (Holstein and Nelore - A) and Temperature (control and heat shock -
B) eftects on cumulus cells mRNA abundance. Results are least-squares means = SEM
of 5 replicates. Significant differences are indicated by *P< 0.05 and **P= 0.06. Gene

names are described in Table 1.

Supplementary Figure 1. Environmental temperature (ET; °C; black triangle) and
relative humidity (RH; %; black circle) by hour during OPU period. Results are least

squares means + SEM.

Supplementary Figure 2. Characterization of animal comfort and heat stress according
to the Temperature and Humidity Index (THI) during the experimental period (99 days).

Results are least squares means = SEM.

Supplementary Figure 3. Rectal temperature (Panel A) and respiration rate (Panel B)
of Holstein and Nelore animals measured during OPU. Results are least squares means

+ SEM. (*P< 0.05).



Table 1. Selected genes for validation by RT-PCR.
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Representative Gene Fold

Public ID Gene Title Symbol change  P-value
BREED
Up-regulated in Holstein oocytes
CB167318 kinesin family member 3 KIF34 10.83 0.0032
CB442788 claudin 11 CLDNI11 4.01 0.0286
CB448293 baculoviral IAP repeat-containing 3 BIRC3 3.65 0.0037
Down-regulated in Holstein oocytes
CK975976 death-associated protein DAP 1.53 0.0382
TEMPERATURE
Down-regulated in heat-shocked oocytes
BE685559 metallothionein 1E MTIE -1.52 0.0436
BREED vs. TEMPERATURE
CB451598 chaperonin containing TCP1, subunit 4 CCT4 -1.61 0.0259
CB446568 DENN/MADD domain containing 3 DENND3 -1.68 0.0318
NM 203359.1 dicer 1, ribonuclease type 111 DICER1 -1.77 0.0400




Table 2. Primers sequences and amplicon size (base pairs — bp) used for RT-PCR.

Gene Strand  Primer Sequence Size (bp)
KIF34 Foward 5’-GCAGACTCCAGTTCCAGATAAA-3’ 90
Reverse 5’-CGAAGGCTTTCCTCAGTATAGG-3’

CLDNI1 Foward 5 -TCTCAGCTCCAAGGTCACTTA-3’ 126
Reverse 5’-CCTCACCTTACAAGAGGGAAA-3’

BIRC3 Foward 5’-GACTGAGGTGTTGGGAATCTG-3’ 119
Reverse 5’-ACTGGCTTGAACTCGACTAATG-3’

DAP Foward 5’-CACCAGAGAAGAGAAGGACAAG-3’ 86
Reverse 5’-CGATGACTCCGGAGATAAACAC-3’

MTIE Foward 5’-CTCTACTTTGCCACTTGCTTTG-3’ 137
Reverse 5’-CTTCTTGCAGGAGGGACATC-3’

CCT4 Foward 5’-GCTGAGGAGGTCAGCTTAAAT-3’ 148
Reverse 5’-CACAGAGAGCATCATGGATAGAG-3’

DENND3 Foward 5 -GTGGGAACATCACCTACTCTAAC-3’ 91
Reverse 5’-CTC TGG ACC CTC TGA ATG AAC-3’

DICERI Foward 5 -CGTTTACTCATCTGGCTCCTAAA-3’ 108
Reverse 5’-CAACAATGGAGGCTCGAAGA-3’

ACTB Foward 5’-GCGTGGCTACAGCTTCACC-3’ 55
Reverse 5’ -TTGATGTCACGGACGATTTC-3’

RPLI5 Foward 5’-CTCATCGTTGGTGCCAATGCAAGT-3’ 192
Reverse 5’-TCACATCCACCCTGGGAAACAGAA-3’

RPL30 Foward 5’-TGGTGTCCATCACTACAGTGGCAA-3’ 133
Reverse 5’-ACCAGTCTGTTCTGGCATGCTTCT-3’

GAPDH Foward 5’ -GGCGTGAACCACGAGAAGTATAA-3’ 119
Reverse 5°- CCCTCCACGATGCCAAAG-3’

PPIA Foward 5’- GCCATGGAGCGTTTTGG-3’ 65

Reverse

5’-CCACAGTCAGCAATGGTGATCT-3’
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Figure 1. Venn Diagram illustrating genes differentially expressed between Breed (red -
127 genes), Temperature (blue - 9 genes) and Breed x Temperature interaction (green -

6 genes). Intersections indicate commun genes.
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Table 3. Differentially expressed genes in Holstein and Nelore oocytes (Breed effect).

Representative Gene Fold
Public ID Gene Title Symbol change P-value
Up-regulated in Holstein oocytes
CB167318 kinesin family member 3? KIF34 10.83 0.0032
AV606331 synaptotagmin IV SYT4 5.47 0.0404
CK972321 4102775 BARC 9BOV Bos taurus cDNA clone - 543 0.0334
9BOV24 C22 3', mRNA sequence
CK776415 AHAL. activator of heat shock 90kDa AHSAI 5.29 0.0185
protein ATPase homolog 1 (yeast)
AW325978 - 5.28 0.0018
BE749242 C0009505105.Q1KM13R KN510 Bos taurus cDNA - 4.75 0.0105
clone C0009505105 3', mRNA sequence
CB455872 713054 MARC 6BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA - 4.21 0.0344
sequence
CB442788 claudin 11 CLDNI1 4.01 0.0286
CK772462 mitochondrial ribosomal protein L39 MRPL39 3.81 0.0278
BE750213 claudin 23 CLDN23 3.67 0.0086
CB448293 baculoviral IAP repeat-containing 3 BIRC3 3.65 0.0037
BP106440 roundabout. axon guidance receptor ROBOI 3.41 0.0215
homolog 1 (Drosophila)
BF775460 Arginyltransferase 1 ATE1 3.27 0.0247
CB453664 zinc finger protein 398 ZNF398 3.27 0.0426
CK846085 Sirtuin (silent mating type information SIRTI 3.26 0.0271
regulation 2 homolog) 1 (S. cerevisiae)
CK972862 Bos taurus HAUS augmin-like complex. subunit 8 HAUSS 3.12 0.0443
BI848481 male-specific lethal 3 homolog (Drosophila) MSL3 3.09 0.0378
CK847223 Vpr (HIV-1) binding protein VPRBP 3.05 0.0331
CK968849 RAD17 homolog (S. pombe) RADI17 3.02 0.0294
BM251601 F-box and leucine-rich repeat protein 3 FBXL3 2.99 0.0319
CK848518 ankyrin repeat and SOCS box-containing 3 ASB3 2.96 0.0092
BI774268 pleckstrin homology domain containing, family A PLEKHA? 2.95 0.0101
(phosphoinositide binding specific) member 2
CB428813 activating transcription factor 1 ATF1 2.82 0.0360
CK777897 v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral oncogene homolog 1 YESI 2.78 0.0331
CB537961 ADP-ribosylation factor-like 1 ARLI 2.78 0.0102
CB460407 coiled-coil domain containing 112 CCDC112 2.77 0.0226
BM107454 similar to RAB18, member RAS oncogene family // LOC616304 2.56 0.0224
RAB18, member RAS oncogene family /Il RABI18
CB440290 - e 2.56 0.0299
CK777386 neural precursor cell expressed. NEDDI 2.55 0.0163
developmentally down-regulated 1
CK970460 kelch-like 2. Mayven (Drosophila) KLHL2 2.50 0.0332
BI849511 uncharacterized LOC100852378 LOC100852 2.48 0.0363
378
CK727557 bend 0A01-008-d12 Day 8 Uterus bend Bos taurus ~ ----- 245 0.0466
cDNA 3', mRNA sequence
CB445505 - e 2.39 0.0450
CB421648 594684 MARC 6BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA - 2.37 0.0458
sequence
CK964049 4078547 BARC 9BOV Bos taurus cDNA clone - 2.27 0.0256



CB464732
CB451120

CB165419
CK770689

CK979673
CK967025

CK846762
CK946910
AW654046

AW668954
CK946184
CK846775

CK776519
BE668935

NM_178320.2
CK959025

AW336381
CB451166

CK950528

NM_203359.1
BP101546
CB428865
BP100422

CB169241
CB166510
BM363690
CK772848
CK775501
CK729309
BP103418

BIg899164
CK770586
BP102089
CK946415
CK955814
BE722703

CK846596

9BOV13 B12 5', mRNA sequence
Bos taurus GTP binding protein 4

DNA topoisomerase II, beta isozyme /// topoisomerase
(DNA) II beta 180kDa
transmembrane protein 181

958892 MARC 1BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA
sequence.
uncharacterized LOC100847840

excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency. complementation group 6

similar to Chromosome X open reading frame 57
coagulation factor II (thrombin) receptor-like 1
ATP synthase mitochondrial F1 complex assembly
factor 1

small nuclear ribonucleoprotein 48kDa (U11/U12)
retinitis pigmentosa 2 (X-linked recessive)

969322 MARC 4BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA
sequence.

967837 MARC 4BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA

sequence
UPF3 regulator of nonsense transcripts homolog A

(yeast)
peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)

heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D
(AU-rich element RNA binding protein 1. 37kDa)
RAB27A. member RAS oncogene family

705913 MARC 6BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA
sequence

LSM1 homolog. U6 small nuclear

RNA associated (S. cerevisiae)

dicer 1. ribonuclease type III

hypothetical protein LOC613274
F-box protein 22

BP100422 ORCS bovine liver cDNA Bos taurus cDNA
clone ORCS20428 3', mRNA sequence.
fumarylacetoacetate hydrolase domain containing 1

splicing factor 3b. subunit 2. 145kDa

PHD finger protein 11

similar to Chromosome 17 open reading frame 63
calmodulin-like 4

Cortactin-binding protein 2 (CortBP2)

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein
1. 75kDa (NADH-coenzyme Q reductase)
transmembrane protein 64

nidogen 2 (osteonidogen)

family with sequence similarity 122B

acyl-CoA oxidase 1. Palmitoyl

ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2

translocase of inner mitochondrial
membrane 13 homolog (yeast)
proline rich Gla (G-carboxyglutamic acid) 1

GTPBP4

LOC787143
/// TOP2B
TMEM181

LOC100847
840
ERCCo

LOC511907
F2RLI
ATPAF1

SNRNP48
RP2

UPF34

PPIA
HNRNPD

LSM1

DICERI
LOC613274
FBX022

FAHDI
SF3B2
PHF11

LOC506074
CALML4
LOC530341
NDUFSI

TMEM64
NID?2
FAMI122B
ACOX1
ENPP2
TIMM]13

PRRGI
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2.25
2.21

2.18
2.18

2.16
2.15

2.15
2.11
2.10

2.05
2.04
1.98

1.96
1.95

1.95
1.93

1.89
1.87

1.87

1.87
1.86
1.86
1.85

1.83
1.80
1.74
1.74
1.74
1.71
1.71

1.69
1.69
1.68
1.67
1.64
1.64

1.58

0.0235
0.375

0.0497
0.0101

0.0171

0.0327

0.0075
0.0430
0.0061

0.0125
0.0429
0.0129

0.0138

0.0037

0.0433
0.0474

0.0360
0.0454

0.0130

0.0284
0.0223
0.0306
0.0295

0.0334
0.0449
0.0330
0.0227
0.0440
0.0284
0.0470

0.0475
0.0480
0.0355
0.0226
0.0154
0.0384

0.0467



CB437963
AV613409
CK947524
NM_174767.2
NM_175785.2
AW631892

AU275513
CK961806

CK964884
CB461358

adrenergic. beta. receptor kinase 2 ADRBK?2
visual system homeobox 1 VSXi
ATPase. Cat++ transporting. type 2C. member 1 ATP2CI
hypothetical protein LOC100140164 LOC100140
164
inosine triphosphatase (nucleoside ITPA

triphosphate pyrophosphatase)

4076044 BARC 9BOV Bos taurus cDNA clone -
9BOV10 JO5 3', mRNA sequence

ZMYMBG6 protein LOC618247

nucleoporin 62 LOC516074

Down-regulated in Holstein oocytes

BE757556
CK848917
BE483227

CK845823
CK775030
CK975976
CB167910
CK976501

CK776838
BI535325

CK975798
CB421951
CK773978

CK968887
CK951562
CB468445

CK777507
CK772584
CK846593

CB437808
CB421497

CK772342

CK950060
CK957150

CK953377

histidyl-tRNA synthetase HARS

169309 BARC 5BOV Bos taurus cDNA 5', mRNA -
sequence.

Homo sapiens polymerase (DNA directed). Gamma POLG
importin 9 IPOY
death-associated protein DAP
pelota homolog (Drosophila) PELO
Signal peptidase complex subunit 3 SPCS3
homolog (S. cerevisiae)
phosphodiesterase 8B PDESB
398771 MARC 4BOV Bos taurus cDNA 5', mRNA -
sequence.

CD3g molecule. gamma (CD3-TCR complex) CD3G
962683 MARC 2BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA -
sequence.

Family with sequence similarity 46. member B FAM46B
MAX dimerization protein 1 MXDI
734266 MARC 6BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA -
sequence

peroxisomal biogenesis factor 11* PEX114
SCO cytochrome oxidase deficient homolog 1 (yeast) SCO1
969102 MARC 4BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA -
sequence.

zinc finger protein 362 ZNF362
594518 MARC 6BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA -
sequence

G protein-coupled receptor 37 (endothelin receptor GPR37 //

type B-like) /// similar to Probable G-protein coupled LOC790388
receptor 37 precursor (Endothelin B receptor-like

protein 1) (ETBR-LP-1) (Parkin-associated

endothelin receptor-like receptor) (PAELR)

PREDICTED: Bos taurus transmembrane protein 87B TMEMS87B

4097464 BARC 10BOV Bos taurus cDNA clone -
10BOV3 F15 3', mRNA sequence
hypothetical LOC614796 MGC157372
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1.57
1.54
1.54
1.54
1.53
1.52

1.52
1.52

1.52
1,50

-1.51
-1.51
-1.51

-1.52
-1.53
-1.53
-1.54
-1.54

-1.55
-1.56

-1.59
-1.60
-1.60

-1.62
-1.63
-1.64

-1.66
-1.68
-1.68

-1.69
-1.69

-1.73

-1.73
-1.75

-1.76

0.0284
0.0481
0.0038
0.0308
0.0148
0.0130

0.0131

0.0439

0.0312
0.0327

0.0346
0.0249
0.0138

0.0153
0.0237
0.0382
0.0409
0.0001

0.0172
0.0271

0.0103
0.0467
0.0082

0.0460
0.0130
0.0044

0.0499
0.0068
0.0196

0.0182
0.0051

0.0024

0.0183
0.00006

0.0215



CB426313
CB430767
X61612.1

BI848836
CB421732
BF073634

CB459849
CB443312
CB451835

CK952663
CK951211
CK774760
AW656161
CK775789
CK948712

BM445534

CB461876

CK770657

CK730220
AW484451

paraneoplastic antigen MA2

ATPase. H+ transporting. lysosomal 70kDa. V1 subunit

A

two pore segment channel 1

G protein-coupled receptor 155

similar to stromal membrane-associated GTPase-

activating protein 2 /// small ArfGAP2
RNA binding motif protein 25

706630 MARC 6BOYV Bos taurus cDNA 3', mRNA
sequence

nipsnap homolog 3A

Transmembrane protein 167B
transmembrane protein 97

PREDICTED: Bos taurus A kinase (PRKA)
anchor protein 12

uncharacterized LOC100849050

721905 MARC 6BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA
sequence

958857 MARC 1BOV Bos taurus cDNA 3', mRNA
sequence.

Homo sapiens polypyrimidine tract binding protein 3

60795 MARC 4BOV Bos taurus cDNA 5', mRNA
sequence.

PNMA2

ATPOVIA

TPCNI
GPRI55

LOC790140
/Il SMAP2
RBM25

NIPSNAP34
TMEMI167B
TMEM97
AKAPI2

LOC100849
050

PTBP3
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-1.77
-1.78
-1.79

-1.80
-1.87
-1.92

-1.92
-1.95
-1.99

-2.00
-2.12
-2.13
-2.15
-2.22
-2.41

-3.03

-3.14

-3.16

-3.27
-3.74

0.0451
0.0474
0.0498

0.0133
0.0195
0.0317

0.0280
0.0284
0.0045

0.0028
0.0084
0.0013
0.0133
0.0410
0.0085

0.0364

0.0475

0.0268

0.0116
0.0004




Table 4. Differentially expressed genes in control and heat-shocked oocytes
(Temperature effect).
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Representative Fold
Public ID Gene Title Gene Symbol  change  P-value
Up-regulated in heat-shocked oocytes
CK946415 acyl-CoA oxidase 1, palmitoyl ACOX1 1.88 0.0084
CK950864 Gag-Pro-Pol-Env  protein /// similar to LOC782627 /// 1.62 0.0387
envelope glycoprotein /// similar to envelope LOC786117 ///
glycoprotein /// tetratricopeptide repeat LOC787886 ///
domain 8 TTCS
BE668935 UPF3 regulator of nonsense transcripts UPF34 1.52 0.0356
homolog A (yeast)
Down-regulated in heat-shocked oocytes
BP100734 ribosomal protein, large, P1 RPLPI -1.51 0.0421
BE685559 metallothionein 1E MTIE -1.52 0.0436
NM 174731.2  Finkel-Biskis-Reilly murine sarcoma virus FAU -1.61 0.0403
(FBR-MuSV) ubiquitously expressed
CK978935 splicing factor 3b, subunit 4, 49kDa SF3B4 -1.62 0.0203
CB447642 coronin 1C COROIC -1.67 0.0457
CK776273 chromosome 11 open reading frame 16 CI1IORF16 -1.89 0.0360




125

Table 5. Differentially expressed genes affected by Breed x Temperature interaction in
bovine oocytes.

Representative Fold
Public ID Gene Title Gene Symbol  change  P-value
CK776338 oncostatin M receptor OSMR 1.64 0.0303

CK728156 UMC-bend 0A02-007-a09 Day 8 Uterus = --—----

bend Bos taurus cDNA 3', mRNA sequence. 151 0.0482

CK946415 acyl-CoA oxidase 1, palmitoyl ACOXI -1.58 0.0359

CB451598  chaperonin containing TCP1, subunit 4 CCT4 2161 0.0259

CB446568  DENN/MADD domain containing 3 DENND3 -1.68  0.0318
NM_203359.1

dicer 1, ribonuclease type III DICERI -1.77 0.0400
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Table 6. Further analysis of differentially expressed genes modulated by Breed x
Temperature interaction in bovine oocytes.

Fol
Gene Symbol Contrast Chgn(fge P-value Up-regulated
CCT4 Hol Con X Hol HS 1,87 0,020 Hol HS
ACOXI Hol Con X Hol HS 2,50 0,005 Hol HS
Nel HS X Hol HS 2,48 0,007 Hol HS
DICERI Nel HS X Hol HS 3,81 0,009 Hol HS
OSMR Nel HS X Hol HS -2,32 0,007 Nel HS

DENND3 Nel Con X Hol Con -1,89 0,010 Nel Con
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Figure 2. Biological processes from oocyte differentially expressed genes involved in
interaction (C). Data were obtained through Ingenuity Pathways Analysis software.

each of the following effects:
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Figure 3. Quantification (fold change log,) of the mRNA profile in oocyte selected
genes. KIF3A4, CLDNI1, BIRC3 and DAP genes were differentially expressed between
Breed; MTIE gene was differentially expressed between Temperature; CCT4, DICERI
and DENND3 were differentially affected by Breed x Temperature interaction. Gray
bars represent the differential level of expression of transcripts detected in the
microarray study, while white bars represent the differential level of expression of the
same transcripts obtained by real-time PCR. Pearson’s correlation coefficient between

PCR and microarray fold change values is r = 0.7853 (P= 0.02).
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Figure 4. Breed (Holstein and Nelore - A) and Temperature (control and heat shock -
B) effects on oocyte mRNA abundance of differentially expressed genes. Results are
least-squares means = SEM of 3 replicates using 75 oocytes per group. (*P< 0.05).

Gene names are described in Table 1.
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Figure 5. Breed x Temperature interaction effect on oocyte mRNA abundance of
differentially expressed genes. Results are least-squares means = SEM of 3 replicates
using 75 oocytes per group. Different superscripts above each bar indicate P< 0.001.

Gene names are described in Table 1. (HS: heat shock).
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Figure 6. Breed (Holstein and Nelore - A) and Temperature (control and heat shock -
B) effects on cumulus cells mRNA abundance. Results are least-squares means = SEM
of 5 replicates. Significant differences are indicated by *P< 0.05 and **P= 0.06. Gene

names are described in Table 1.
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Supplementary Figure 1. Environmental temperature (ET; °C; black triangle) and
relative humidity (RH; %; black circle) by hour during OPU period. Results are least

squares means + SEM.
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Supplementary Figure 2. Characterization of animal comfort and heat stress according
to the Temperature and Humidity Index (THI) during the experimental period (99 days).

Results are least squares means = SEM.
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Supplementary Figure 3. Rectal temperature (Panel A) and respiration rate (Panel B)

of Holstein and Nelore animals measured during OPU. Results are least squares means

+ SEM. (*P< 0.05).
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6 CONCLUSOES

1- A exposi¢do de CCOs de vacas Bos taurus indicus e Bos taurus taurus ao

estresse térmico durante as primeiras 12 horas de MIV alterou o padrdo global

de expressdo génica em odcitos e o perfil de genes especificos em células do

cumulus.

O perfil de expressdao génica global em odcitos das racas Nelore e Holandesa
submetidos ao estresse térmico durante a MIV indicou uma forte diferenca
entre as racas e diferencas moderadas entre os fatores Temperatura ou Raca x
Temperatura.

A validagdo dos genes candidatos confirmou o forte efeito de raca em odcitos
de Nelore e Holandesa. Entre os genes diferencialmente expressos
destacaram-se aqueles relacionados a organizagdo celular (K/F34), morte
celular (DAP) e trafego intracelular de membrana (DENND3).

O aumento da expressdo do gene DAP em odcitos de Nelore indicou efeito bi-
fasico, reduzindo o potencial de sobrevivéncia no odcito e aumentando o
potencial de adaptacdo e sobrevivéncia embriondria inicial. O aumento da
expressdo do gene DENND3 em o6citos de Nelore indicou maior potencial de
sobrevivéncia ao estresse oxidativo. No entanto, o aumento da expressdo de
KIF3A4 em oocitos da raga Holandesa sugeriu maior organiza¢do do fuso
meidtico nesta raga. Além disso, ¢ possivel que oocitos da raca Holandesa
possuam baixo limiar ao estresse celular.

A avaliacdo de genes candidatos nas CCs demonstrou efeito de raga (MTIE e
CLDNI1) e de temperatura (MTIE) na expressdo de genes relacionados a
organizagao celular e estresse oxidativo.

A maior abundancia relativa do RNAm CLDNII em CCs de Nelore indicou
maior regulacdo no desenvolvimento folicular.

A menor abundancia do MTI/E em CCs submetidas ao estresse térmico in
vitro indicou que a temperatura elevada induziu ao uso desse RNAm
resultando possivelmente na tradu¢do da proteina em resposta ao estresse.
Este transcrito também teve sua expressdo diminuida em CCs de Nelore
sugerindo que nestas células o mRNA do MTIE tenha sido traduzido e o
antioxidante atuado nas proprias CCs e no odcito tornando estas células mais

resitentes.
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2- Odcitos e CCs de vacas Bos taurus indicus apresentaram expressao
diferenciada de genes associados a sobrevivéncia celular em relagdo aos oocitos

e células do cumulus Bos taurus taurus.

3- A exposi¢do de odcitos bovinos ao estresse térmico durante a MIV ndo
apresentou efeito marcante na expressdo diferencial dos genes relacionados a
termotolerancia entre as diferentes subespécies. Sugere-se que a deficiéncia na
protecdo celular contra o estresse térmico na raca Holandesa possa acontecer a
nivel pos-transcricional e proteico. Ja em CCs, a alta temperatura durante a MIV

modulou os efeitos deletérios mediados pelo estresse oxidativo.
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